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88. BESTIMMUNG DER PANKREATISCHEN FETTSPALTUNG. 

Von Richard Willstätter, Ernst Waldschmidt -Leitz und Friedrich Memmen. 

Erste Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratoriuni der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München. ) 

Mit 4 Abbildmigen im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 25. September 1922.) 

Theoretischer Teil, 

Hs gilt als zweifelhaft, ob es möglich ist, die verschiedenen Enzyme als chemisch 
indivi^ellb Stoffe ihrer Menge nach zu bestimmen, oder ob sich die Wirkung der 
Enzyme oder mancher von ihnen in unbestimmbarer Weise aus einer Konstellation 
von Kolloiden ergibt. Die beiden einander entgegenstehenden Möglichkeiten scheinen 
am besten ausgeprägt vorzuliegen in den kohlehydratspaltenden und in den fett- 
spaltenden Enzymen. Beim Invertin, ist der Satz von der quantitativen Erhaltung 
der enzymsPtischen Wirkung, von der Unabhängigkeit- von Begleitstoffen und von der 
VerteiHing am meisten gestützte Die Invertinwirkung bleibt nämlich „quantitativ 
erhalten von der Reaktion an, die der lebende Pilz auf den Rohrzucker ausübt, bis 
zu dessen Hydrolyse durch das von Kohlehydraten, EiweiJ 3 stoffen, Phosphorver- 
bindungenvöllig befreite Invertinpräparat'', also Äuf[q4] dem Weg von der lebenden 
Hefe bis zur 1600 fachen Konzentration in den reinsten Präparaten. „Und ohne daß 
die enzymatische Leistung berührt wird, läßt sich das Invertin auf oberflächenaktiven 
Stoffen niederschlapn." ,,Die Invertinwirkung ist auch unabhängig von dem ge- 
samten Kolloidsysteüi, in welches das Enzym eingebettet ist, von der Teilchengröße, 
von der Verteilung.“ 

Ganz verschieden davon scheint sich das hpatische Enzym zu verhalten. Es 
wfrd angegeben, daß seine Wirkung von Begleitstoffen beeinflußt, von Aktivatoren 
gesteigert wird, von der Viscosität und Emulgierung abhängt. Vielfach wird wegen 
der Unentbehrlichkeit* der aktivierenden Zusätze nicht fertige Lipase, sondern eine 

* R. WnxsxÄTTER, J. Graser und R. Kuhn. 3. Abhandl. z. Kenntnis des Invertins. Diese 
Zs. Bd. 123, S. I [1922]. 
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Vorstufe, das Eipasezymogen, als Bestandteil des pankreatischen Saftes angenommen ^ 
Von allen mögliclien enzymatischen Wirkungen scheint also am wenigsten die lipa- 
tische in bestimmtem Verhältnis zur Stoffmenge des Katalysators zu stehen. Aber 
nur unter dieser Voraussetzung kann die Quantität des Enzyms durch die spezifische 
Wirkung gemessen werden. 

Zu den bekannten Erfahrungen über den Einfluß der Begleitstoffe und der Ver- 
teilung gesellen sich noch neue in unserer Untersuchung. Dennoch führt die Arbeit 
zu dem Ergebnis, daß die Lipase, ungeachtet der Abhängigkeit ihrer Wirkung von 
dem gesamten kolloiden System, ihrer Stoffmenge nach verfolgt werden kann von der 
Pankreasdrüse bis zur 30ofachen Konzentration in den reinsten Präparaten, was auch 
die jeweils vorhandenen Begleitstoffe seien und die jeweilige Verteilung. Die Quantität 
der Lipase in irgend einem Zustand ist eine bestimmte und sie läßt sich bestimmen 
olme Rücksicht auf die Wirkung, welche die Lipase in dem gegebenen Zustand aus- 
übt; sie wird nämlich durch die Wirkung gemessen, die sie unter besonderen Um- 
ständen anzunehmen und auszuüben vermag. Beim Invertin ist die Wirkung als 
unabhängig von Begleitstoffen und Verteilung bezeichnet worden; die [95] Wirkung 
der Lipase ist nicht nur wie die des Invertins von der Acidität, sie ist in hohem Maße 
von Begleitstoffen und Verteilung abhängig, aber die Lipase bleibt selbst in ihrer 
Menge quantitativ erhalten und bestimmbar, wenn auch die Begleitstoffe und die 
Verteilung sich wesentlich ändern. 

Der auffallende Untersclücd zwischen dem Verhalten von Saccharase ftnd.Lipase 
ist kein Unterschied zwischen Enzym und Enzym. Er ist vielmelu; bedingt durch 
den Unterschied zwischen den Substraten, dem wasserlöslichen Rohrzucker und dem 
wasserunlöslichen Fett; er ist also ein Unterschied zwischen den Systemen Saccharose- 
Saccharase und Fett-Lipase. Lipase und Fett sind in der Reaktion abhängig von 
den Adsorptionsverhältnissen, deren Verbesserung und deren Störung für die enzy- 
matische Wirkung maßgebend sind. ® 

Es sind zahlreiche Methoden und Versuche zur Bestimmung der Lipasen, auch 
der pankreatischen, veröffentlicht worden. Zum Teil beruhen sie auf der maßana- 
lytischen Bestimmung^) der he* der Verseifung gebildeten Fettsäure, zum Teil be- 
stehen sie in der Messung der sich ändernden Oberflächenspannung^). Vielfach wird 
die lipatische Fähigkeit bestimmt durch die Hydrolyse derButyrine^) oder des Butter- 
säureäthylesters ^), -isoamylesters 5 ) und des Salicylsäureamylesters^). Da es indessen 

* Vgl. .B. Abderhai,den, .Lehrb. der physiol. Chemie, 4. Aufl-, ‘ Bd. i, $.278!,; Bd. 2, 
S. 364 [1920/21]. 

*) F. VoJvHARD, Zs, klin. Med. Bd. 42, S. 414 [1901] u. Bd, 43, S. 397 [ipoijj W. Staue, 
Hofmeisters Beiträge Bd. 3, S. 291 [1902]; A. KaniTz, Diese Zs. Bd. 46, S. 482 [1905]; E. Baue, 
Zs. f. angew. Chemie Bd. 22, S. 97 [1909]; E. Terroine, Biochem. Zs. Bd. 23, S. 404 u. 
[1909/10]; A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 65, S. 232 [1910]; Bd. 71, S, 238 [rpn]. 

*) P, Rona und L. MichaEUS, siehe im folgenden. 

5 ) P. Rona und L. Michaelis, siehe im folgenden. » 

I. H. Kastle und A. S. LoevenharT, Am. Chem. Journ. Bd. 24, S. 491 [1900]. 

M. Bouenstein und W. Vmrz, Zs. für Blektrochem, Bd. 12, 8,605 [1906]; W. DiETZ, 
Diese Zs. Bd, 52, S. 279 [1907], R. Magnus, Diese Zs. Bd. 42, S. 169 [1904]. 
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nicht vorausgesetzt werden durfte 7 , daß die Glyceride [96] hoher und niederer Fett- 
säuren und die Ester einwertiger Alkohole von dem nämlichen Enzym zerlegt werden, 
so hielten wir es für erforderlich, als Maß der pankreatischen Fettspaltung auch wirk- 
lich die Reaktion des Enzyms auf ein hohes Glycerid anzuwenden. 

Zwischen der Bestimmung durch Titration der Fettsäure und der stalagmonietrischen 
Methode finden wir den Unterschied nicht wesentlich; beide erfassen die Glyceridhydro- 
lyse nur mittels verschiedener Kennzeichen. Wesentlich scheint uns für die Methode 
zu sein, ob man die Lipase, so wie sie sich zufällig findet, auf das Glycerid einwirken 
läßt, oder ob man sie erst in ein geeignetes System bringt, sei es unter Aktivierung oder 
unter Hemmung, um die Unterschiede im Wirkungsvermögen auszugleichen, das je 
nach Menge und Natur der Begleitstoffe wechselt. Für eine Methode, um den Weg des 
Enzyms von der Drüse bis zum reinen Präparat zu verfolgen, und allgemeiner, uni 
vergleichende Lipasebestimmungen auszuführen, ist die Ausschaltung des Zufälligen 
im lipatischen System entscheidend, soweit es auf den Grad der Wirkung Einfluß ausübt. 

Die eine und andere von den bekannten Bestinimuugsweisen läßt sich für den 
Vergleich der Lipase in verschiedenen Reinheitsgraden ausgestalten. Die empfindlichste 
und eleganteste ist die von P. Rona und L. Michaeus^) angegebene stalagmometrische 
Methode, die auf der Zunahme der Oberflächenspannung bei der Hydrolyse von Mono- 
und Tributyrin beruht. Aber die theoretischen Grundlagen dieser Bestimmung sind 
nicht einwandfrei. Es ist zumeist Tributyrin, das als Substrat dient. Bei dieser Tropf en- 
zähln^cth®de geschieht die [97] Eichung .für die abnehmenden Konzentrationen des 
Substrates mittels cutsprecheud geringerer Mengen von Tributyrin. Wenn die Tropfen- 
zahl z. B. von 146 auf 144, 142 und 137 abnimmt, so gilt -die Tributyrinmenge als 
vermindert um 3, 9 und 20%. Voraussetzung ist dabei, daß die“ Hydrolyse des Tri- 
butyrins olme Zwischenprodukte, welche die Oberflächenspannung merklich erniedrigen, 
zu Butteriäure und Glycerin führt, während eigentlich die Di- und Mono-Butyrine 
berücksichtigt werden müßten. Bei geringen Spaltungen können große Fehler ent- 
stehen. Wenn P. Rona*] nicht beim Monobutyrin, hingegen bei der so gemessenen 
Hydrolyse von Tributyrin monomolekularen Verlauf und Proportionalität von Fer- 
mentmenge und Rcaktionsgesch\\ 4 üdigkeit findet, ^sp können diese einfachen Be- 
ziehungen wohl nur aus Mer Kompensation verschiedener Einflüsse resultieren. 

Um die Verseifung der hohen Glyceride, für die sich das stalagmometrische Ver- 
fahren nicht anwenden läßt, als Maß der lipatischen Pankreaswirkung dienen zu lassen, 
bestimmen wir die entstehende Fettsäure alkalimetrisch. 

7 F. Abderhai^dEn vertritt die Ansicht (Lelirbuch der physiologischen Chemie, 4. Anfl., 
Bd. 2 , S. 364 [1920/21], ,,daß die Esterasen ganz uiispezifisdi auf esterartige Verbindungen ein- 
gestellt sind und somit Lipase und Esterase Bezeichnung für die gleiche Fennentart sind.“ Vgl. 
auch E. Abderhalden und A. Weil, Fcnnentforschung Bd. 4, S. 76 [1920]. 

Biochem. Zs. Bd. 31, S. 345 [1911]; sielte ferner: P. Rona, Biochem, Z«. Bd. 32, S. 482 
[1911]; Bd. 33, S. 413 [ipii]; P. Rona und J. Ebsen, Biochem. Zs. Bd. 39, S. 21 [1912]; H. Da- 
vidsohn, Biochem. Zs. Bd. 45, S. 284 [1912]; Bd. 49, S. 249 [1913]; P. Rona und Z. Bien, Biochem. 
Zs. Bd. '59. S. 100 [i9i4]j Bd. 64, S. 13 [1914]. 

Biochem. Zs. Bd. 33. S. 413 [1912]; P. Rona und J. Ebsen, Biochem. Zs. Bd.39, S.21 [1912]. 

73 * 



11^6 R- Wir^IvSTÄTTER. H. WATJ)SCHMIDT-IyElTZ und Fr. MKMMKN: 

Abhän^gkeit von der Wasserstoffionenkonzentration. 

Der Einfluß der Wasserstoffzahl auf die Hpatische Wirkung wird viel beachtet. 
Es zeigt sich aber, daß diese Abhängigkeit, so wie sie gefunden wurde, durch ganz 
andere, kompliziertere Faktoren vorgetäuscht oder entstellt wird. Der Einfluß der 
Wasserstoffzahl wird von der Aktivierung un^ Hemmung durch Begleitstoffe und 
Reaktionsprodukte überdeckt. Gewisse Stoffe, die in der Drüse und ihren Auszügen 
die Lipase begleiten oder die im Darm mit ihr Zusammentreffen, wirken im alkalischen 
Medium aktivierend und sind indifferent oder sogar hemmend im sauren Gebiet. 
Das gilt für Calciumsalze, gallensaure Salze und Eiweißstoffe. Daher kann die Ein- 
haltung konstanter Wasserstoff zahl Schwierigkeiten und. Nachteile haben. Im al- 
kalischen Gebiet wirkt die [98] entstehende Seife in größerer Konzentration hemmend, 
im sauren die Fettsäure. 

Unsere Versuche führten zu drei Bestimmungsweisen. 

Es wurde bisher nach H. Davidsohn ^ angenommen, daß die Pankreaslipase im 
sauren Gebiet, von ^ 5 wirkungslos sei. Allerdings begegneten P. Rona und 
Z. Bien* im sauren Medium nicht unbeträchtlichen Spaltungen, abweichend von der 
theoretischen Dissoziationskurve. Wir finden nun eben die Verseifung im konstant 
sauren Gebiet {p^ 4,7) für die quantitative Bestimmung geeignet. Die Begleitstoffe 
der Lipase wirken hemmend; für die Bestimmung ist es nötig, noch Henimungs- 
körpcr (Albumin) hinzuzufügen, um die reineren Lipaselösungen mit dem Drüsen- 
material vergleichbar zu machen. a 

Für eine zweite Bestimmungsweise wird das Medium annähernd konstant alkalisch 
gehalten {p^ 8,9). Die Begleitstoffe aus der Pankreasdrüse aktivieren, für die Be- 
stimmung müssen ^aher Aktivatoren (Albumin, Calciumchlorid) zugefügt werden. 
Die entstehende Fettsäure macht die Anwendung einer größeren Puffermenge nötig. 
Aber diese wirkt schädigend auf die Lipase ein, wenn das Enzym in Fopn reinerer 
Lösungen vorliegt. Daher ist es nicht gelungen, die Bestimmung im alkalischen Me- 
dium auf reinere Lipase anzuwenden. 

Zumeist bedienen wir uns einer dritten Methode, die auf konstante Wasserstoff- 
zahl verzichtet. Die Verseifung^ wieder unter Aktivierung, beginnt im alkalischen 
Gebiet und endet im sauren. Diese Bestimmungsweise hat* sich in vielen Fällen bei 
Lipase von ganz verschiedenem Reinheitsgrad bewährt und sie hat zu übereinstimmen- 
den Werten mit der Bestimmung bei konstant saurer Reaktion geführt. 

Aktivierung und Hemmung. 

Die Wirkung der Aktivatoren besteht nicht in der Umwandlung eines Lipase- 
zymogens in wahre Lipase, denn ohne Aktivierung vollziehen die Pankreasdrüse 
und ihre Auszüge [99] die Fettspaltung in saurem Medium mit einer Geschwindig-' 
keit von derselben Größenordnung, wie sie bei der Spaltung unter Aktivierung im 
alkalischen Gebiet erzielt wird. 

‘ Biochem. Zs. Bd. 45, S. 284 [1912]; Bd. 49, S. 249 [1913]. 

^ Biochem. Zs. Bd. 64, S. 13 [1914]. 
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Pie Hydrolyse im sauren Medium lehrt auch, daß die Aktivierung der hipase 
nicht mit der Bmulsionsbildung zusammenhängt. Das Verseifungsgemisch wird bei 
Pk ^ 4>7 durch Albumin ausgezeichnet emulgiert, aber die Hydrolyse, die ohne Zu- 
satz trotz schlechter Emulsion günstig ist, wird zugleich herabgesetzt. 

Per Fall ist möglich, daß ein aktivierender oder ein hemmender Zusatzstoff 
unmittelbar auf das Enzym einwirkt. Er kann auf seine Affinitätsverhältnisse einen 
Einfluß von gleicher Art wie H- und OH-Ion austiben. Eine solche Wirkung dürfte 
Natriumchlorid auf Diastase haben. 

Per Einfluß der Aktivatoren kann ferner wie der von Hemmungskörpern auf 
Adsorptionswirkung beruhen. Sie wird sich entweder gegenüber dem Enzym oder 
seinem Substrat oder gegenüber beiden geltend machen. Im letzteren Fall können 
Enzym und Substrat in eine die Reaktion erleichternde Beziehung gebracht werden, 
besonders wenn eines von beiden. löslich, das andere unlöslich ist. 

Pie zahlreichen Erscheinungen der Pipaseaktivierung lassen sich mit der An- 
nahme erklären, daß die Aktivierung auf der Erzeugung von Kolloidteilchen beruht, 
die zugleich auf Enzym und Substrat adsorbierend wirken. Die Erscheinung sei 
am Beispiel des Calciumchloridaktivators erklärt. Im Ammoniak-Ammoniumchlorid- 
Medium entsteht Seife, die sich mit Calciumchlorid unter Bildung und Abscheidung 
von Calciumoleat umsetzt. Diese Kalkseifc ist einerseits Adsorbens für Fett, anderer- 
seits für das Enzym. Daß eine Seife Enzym zu adsorbieren vermag, hat schon im 
Jahre* 1872 O. Hammarsten^ am Pabferöient beobachtet. Solche Adsorbate, 

Calciumoleat 
Lipase Fett 

[100] in denen sowohl Enzym wie Substrat gebunden sind, seien als komplex bezeichnet. 
Die Aktivierung kommt nach dieser Betrachtung zustande, weil der im komplexen 
Adsorb at geschaffene Adsorptionszustand für die sich vollziehende Reaktion günstiger 
ist als die unmittelbare Beziehung zwischen Lipase ^und Fett. 

Bemerkenswerter als die Wirkung einzelner- Aktivatoren auf Lipase, die schon 
öfters untersucht wurde,* ist das im experimentellen Teil beschriebene Zusammen- 
wirken mehrerer Aktivatoren. Es ^eigt sich, daß durch eine Kombination mehrerer 
Aktivatoren größere Steigerungen erzielt werden als von den einzelnen selbst bei 
Anw^endung hoher* Konzentrationen. Calciumchlorid mit Albumin, glykocliolsaures 
Natrium mit Albumin sind solche zusammenwirkende Aktivatoren. Die Kombina- 
tionswirkung mehrerer Aktivatoren erklärt sich nach unserer Vorstellung durch die 
w'tnnahme, daß sie aufeinander chemisch oder mit Adsorptionskräften cinwirken und 
sich au einem Kolloid von gesteigertem, für die Beziehung zwischen Enzym und Sub- 
strat noch günstigerem Adsorptionsvermögen verbinden. Zum Beispiel wird sich 

Upsala Läkareförenings Förhandlmgar Bd. 8, S. 63 [1872]. Originalref. in R. Malys 
J ahresber. über die Fortschr. der Thierchetnie Bd. 2, S. 118 [1872]. 
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Albumin gleich anderen Amphoteren mit Calciumchlorid verbinden^^ und das Addi- 
tionsprodukt mit entstehendem Ammoniumoleat unter Bildung von Albumin-Calcium- 
oleat reagieren. Dieses gekoppelte Adsorbens ist vermutlich der Träger der be- 
sonders günstigen komplexen Adsorptionswirkung auf Dipase und Fett. 

Calciumoleat — Albumin 
Fett kipase 

In einer demnächst zu veröffentlichenden Arbeit von R. WiLLSTÄTTER und 
F. Memmen über die Wirkung der Panl^reaslipase auf Triacetin und auf Buttersäure- 
ester wird als eine weitere günstige Kombination von zwei- Aktiva toren [loi] Glycerin 
mit ölsaurem Calcium beschrieben. Auch hier kann das Bild der komplexen Adsorp- 
tion durch das gekoppelte Adsorbens eine Vorstellung davon geben, warum die Akti- 
vatoren weder einander ersetzen, noch einfach additiv wirken. 

Während in den Untersuchungen von S. G. Hedin^) die Hemmungserscheinungen 
bei den Enzymreaktionen auf Bildung von Adsorbaten zurückgeführt werden, sind 
nach unserer Anschauung verschiedene Möglichkeiten im Verhalten der Adsorbate 
zu unterscheiden. 

Für Adsorbate des Invertins wurde nachgewiesen ^), daß das Enzym, auch ohne 
eluiert zu werden, in ihnen seine Wirkung quantitativ unverändert ausübt. 

Zw^ei andere Fälle werden in den folgenden Versuchen mit Lipase beschrieben: 
solche Adsorbate, in denen das Enzym noch reagiert, aber mit verminderter Wirkung 
im Vergleich zum freien Enzym (Tonerde- und Kaolin-Adsorbate der Lipase) und solche, 
in denen das Enzym keine Wirkung oder nur noch sehr geringe Wirkung ausübt 
(Tristearin- und Cholesterin- Adsorbate der Lipase), obwohl es sich zeigen läßt, daß 
das Enzym durch die Adsorption nicht zerstört worden ist. Man kann nur einen Teil 
der Erscheinungen mit der Annahme erklären, daß in den Adsorbaten mit verminderter 
Wirksamkeit das Enzym einem günstigeren Adsorptionssystem (einem Adsorbens, 
das auch für das Substrat Adsorptionsaffinität besitzt) entzogen ist. Während das 
Verhalten der Tonerde- und KaoHnadsorbate so verstanden werden kann, genügt 
diese Erklärung nicht für die Tristearin- und Cholesterinadsorbate. 

Die hier beobachteten Verhältnisse lassen erkennen, daß ein Enzym in gewissen 
Adsorbaten so gebunden sein kann, daß seine spezifisch wirkende Gruppe durch die 
Adsorption in [102] Mitleidenschaft gezogen ist. Es gibt also Adsorbate, in denen 

^ Vgl. T. B. Robertson, „Uber die Verbindungen der Proteine mit anorganisdieu Sub- 
stanzen . . . Ergebnisse der Physiol. Bd. 10, S. 216 [1910]; ferner; P. PfeiffER und J. v. Mo- 
DEESKi, Diese Zs. Bd. 81, S. 329 [1912] u. Bd, 85, S. i [1913]; F. Pfeiffer und F. WiTTKA., Ber. 
d. Deutsch. Chem. Ges. Bd. 48, S. 1289 [1915]; P. Pfeiffer, ebenda Bd. 48, S. 1938 [1915]- : 

Vgl. d. zusammenfass. Darstellungen in S. G. Hedins ,, Grundzüge d. physikal. Giemie 
in ilirer Beziehung zur Biologie“, Wiesbaden (J. F. Bergmann, 1915) und in den Ergebnissen 
der Physiol. Bd. 9, S. 433 [1910]. 

*) R. WrtESTÄTTER und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 116, S. 53 [1921]; und zwar S. 59; J. M. 
Neeson und D. I. Hitchcock, Jl. Am. Chem. Soc, Bd. 43, S. 1956 [1921]; R. WiEESTÄTTER, 
J. Graser und R. Kuhn, 3. Abhandl. zur Kenntnis d. Invertins, Kap. D, Abschn. 3, Diese Zs. 
Bd. 123, S. I [1922]. 
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nur derjenige Teil des Knzymmoleküls, den man als den kolloiden Träger der aktiven 
Gruppe bezeichnen kann, an der Bindung beteiligt ist (wie Tonerde-Invertin- Adsorbat), 
und solche Adsorbate (wie Tristearin-Tipase), in denen die Reaktionssphäre der 
spezifischen^ Gruppe gestört, die Affyiität derselben abgeschwächt wird. 

Wie die Aktivierung auf Verbessenmg der Adsorptionsverhältnisse, so lassen 
sich die Hemmungen auf Störungen derselben zurückführen. Fälle von Hemmung, 
die scheinbar sehr verschieden sind, haben das Gemeinsame, daß das hemmend wir- 
kende Mittel mit einem für die Annäherung des Enzyms an sein Substrat günstigen 
Adsorbens in Konkurrenz tritt. Der Hemmungskörper kann dadurch wirken, daß 
dem komplexen Adsorbat nur eine der Komponenten entzogen wird oder dadurch, 
daß er selbst das Enzym in der Art adsorbiert wie Tristearin und Cholesterin die Lipase, 
mithin so, daß die spezifische Gruppe des Enzyms beeinträchtigt wird. 

Die Hemmungen, mit denen bei der Bestimmung der Lipase gerechnet werden muß, 
sind die im alkalischen Medium durch Seife, im sauren durch Ölsäure bedingte und 
ferner die im sauren Gebiet durch Proteine hervorgerufene. Um die Drüsenauszüge 
mit der Drüsensubstanz selbst hinsichtlich der lipatischen Wirkung im sauren Medium 
vergleichen zu können, muß man berücksichtigen, daß in der Drüse die Lipase durch 
Eiweißstoffe gehemmt ist. Mau führt daher die Hydrolyse mit Lipase von beliebigem 
Reinheitsgrad unter Zusatz von Albumin durch, damit die Hemmung in allen Fällen 
gleich groß ist. Das Protein dürfte so wirken, daß es in saurer Lösung nur Tdpase 
adsorbiert und dadurch die Assoziation von Öl und Lipase stört. 

Um die in verschiedenen Organen vorkommenden Lipasen zu vergleichen, müssen 
die von Begleitstoffen aus der betreffenden Drüse bewirkten Aktivierungs- und 
Hemmungserscheinungen beachtet werden. Diesem Gesichtspunkt hat man bei der 
Unterscheidung der Magen- und Darmlipase ^ noch nicht [103] Rechnung getragen. 
Sie unterscheiden sich im Wirkungsoptimum, das für Pankreaslipase bei 8 bis 9, 
für Magenlipase bei p^ 4 bis 5 angegeben wird^), und im Verhalten gegen Galle. Der 
Unterschied ist von E. Laqueur*) beobachtet und von vielen anderen Autoren zitiert 
worden. Der Versuch bestand darin, daß Magenlipgise in ihrem sauren Medium mit 
Galle geprüft wurde; dabei fand keine Aktivierung sfatt. Es zeigt sich nun, daß galleii- 
saures Salz überhaupt nur alkalisch die Fettspaltung aktiviert und daß es sie sauer 
hemmt. Auch der Unterschied im Wirkungsoptimum ist nicht sicher, denn die Pan- 
kreaslipase ist wahrscheinlich an Begleitstoffen reicher, die alkalisch aktivieren und 
sauer hemmen. 

Es hat sich in unseren Versuchen bestätigt, daß die Pankreaslipase nicht spezifisch 
für Fette ist. In einer folgenden Abhandlung wird die Hydrolyse von Olivenöl, Triacetin 
*und Buttersäureester durch Pankreaslipase vergleichend gemessen und es werden 
die Quotienten dieser Wirkungen für die Lipase in den drei Formen der Drüse, der 

^ .Biochem. Zs. Bd. 45, S. 284 [1912]; Bd. 49, S. 249 [1913]. 

. J) L. Michaeus, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914. S. 70. 

Hofmeisters Beitr. z, Physiol, Bd. 8, S. 281 [1906]. 
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Extrakte und der reineren Elutionen bestimmt. Da bei einem gegebenen Drüsen- 
material die Quotienten bei diesen verschiedenen Reinheitsgraden annähernd kon- 
stant bleiben, so wird es ein einziges Enzym sein, das auf die drei Substrate wirkt. 

• 

Experimenteller Teil. 

I. Bestimmung der lipatischen Wirkung im System von Aktivatoren bei wechselndem ph-. 

I. Die Verseifung ohn'e Zusatz von Aktivatoren. 

Für die Untersuchung der Fettspaltung, besonders zur Bestimmungsmethode, 
diente als Substrat genau neutral reagierendes Olivenöl, eine einzige Eieferung von 
der Verseifungszahl 185,5. Eipase lag entweder in Form der Drüse oder von 
Eösungcn vor. Die Pankreasdrüse vom Schwein wurde in getrocknetem und staub- 
fein gemahlenem Zustand oder als [104] klar filtrierter wäßriger, hauptsächlich aber als 
Glycerinauszug angewandt, aus i g trockener Drüse mit 16 ccm Syproz. Glycerin 
gewonnen. Als Enzym von höherem Reinheitsgrad dienten frisch dargestellte 
Elutionen aus Tonerdeadsorbaten der Eipase. Sie waren mit Hilfe von Ammonium- 
phosphat und Glycerin bereitet und rasch mit Magnesiamischung von Phosphor- 
säure befreit. Daher enthielten die Elutionen Magnesiumchlorid, Ammoniumchlorid, 
Ammoniumacetat und 15 bis i$% Glycerin. 

Die Spaltung leitete man bei alkalischer Reaktion ein rmd zwar mit einer für 
die entstehende Ölsäure unzulänglichen Menge Puffer, so daß die Reaktion bei 8,5 % 
ölspaltung neutral war und bei 24%, dem Endpunkt unserer Messung, schwach 
sauer, entsprechend 5,5. Der Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer nach E- Micha- 
els bestand in 0,66 ccm n“NH3 -j- 1,34 ccm n-MH4Cl; sein />h, 9,2 bei 18°, betrug 
8,9 bei der Versuchstemperatur von 30°. 

Das öl wurde mit dem auf 10 bis ii ccm verdünnten Enzym und 2 ccm Puffer, 
im ganzen 13 ccm der wäßrigen Flüssigkeiten, in einer weithalsigen Flasche von 37 ccm 
Inhalt mit gut eingeschliffenem Glasstopfen angeschüttelt, und zwar 3 Minuten lang 
gleichmäßig kräftig mit der Hand, und 57 Minuten im Thermostaten von 30° be- 
lassen. *, 

Besondere Versuche ergaben, daß das Anschtitteln von 3 Minuten ausreicht 
und daß kräftige Dauerschüttelung im Thermostaten unnötig ist, sogar eine Er- 
niedrigung des Spaltungswerts bewirken kann. Das angewandte Enzym war ein 
sehr wirksames Pankreaspulver von starkem Gehalt an Eiweißstoffen und Kalk. 

Mt IO mg Pankreas: 12,4% vSpaltung bei 3 Minuten Anschüttelung- 



10,6 

, , , , Dauerschüttelung. 

20 ,, 

18.7 

,, ,, 3 Minuten Schütteln. 


15. 1 

, , , , Dauerschüttelung. 

30 

24,8 

„ ,,3 Minuten Anschütteln. 

19,2 

, . , , Dauersdiüttelung . 


Zur Titration spülen wir den Flascheninhalt mit 96 % ■ Alkohol in einen Erlen- 
meyerkolben, so daß das Volumen der [105] alkoholischen Flüssigkeit 125 ccm beträgt. 
An ihrer Oberfläche befinden sich öltropfen, die Seife und Enzym einschließen lind 
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die Titration stören würden; daher wird durch Vermischen mit 20 ccm Äther die 
Lösung vervollständigt. In der alkoholisch-ätherischen Flüssigkeit wirkt die Lipase 
nicht weiter, während in nur alkoholischem Medium ihre Wirkung noch langsam 
fortschreite^. Als Indicator verwenden wir 12 Tropfen iproz. alkoholischer Lösung 
von Thymolphthälein, das bei Gegenwart unseres Puffers einen schärferen Umschlag 
als Phenolphthalein zeigt, und titrieren mit ''jio- bis -alkoholischer Kalilauge zu 
einem deutlich blauen Farbton. Dabei titriert man außer der gebildeten Fettsäure, 
wie WinifSTÄo^KR und Wai,dschmidt-Leitz ^ für die alkaliinetrische Bestimmung 
von Ammoniumsalzen und Peptiden gezeigt haben, auch die Salzsäure des Ammonium- 
chlorids und die amphotere Substanz der Proteingruppe, die in der Drüse rmd ihren 
Auszügen vorkonmit. Dieser Alkaliwert des Puffers ist bekannt, und der des Knzym- 
Präparats wurde durch Vergleichsbestimmungcn kontrolliert. Es zeigte sich, daß 
die vorkommenden Eiweißsubstatizen hinsichtlich des Alkaliverbrauchs im Versuche 
‘ unverändert blieben, daß sie also keinem meßbaren tryptischen Abbau unterlagen. 

In einem Spaltungsversuch mit 40 mg Pankreaspulver wurden 2,80 ccm n-KOH verbraucht. 
Davon entfielen 1,34 ccm auf den Puffer, 0,07 ccm auf das Protein der Drüse, also 1,39 ccm auf 
gebildete Fettsäitfe. Vom Glycerinauszug der Pankreasdrüse verbrauchten 0,25 ccm in alkoho- 
lischer Dösung 0,02 ccm n-KOH. 

Bei Anwendting einer Flution entfielen beispielsweise von 2,94 ccm n-KOH auf den Puffer 
r,34 ccm, auf Aniinonsalze der Elution 0,05 ccm, also 1,55 ccm auf die Ölspaltung. 

Die Reproduzierbarkeit der Versuche war befriedigend; sie wird im Abschnitt 
,,Bestimtnuhgsmethode'' nochmals behandelt und soll hier für die unvollständigen 
Verseifungsbedingungen nur mit 2 Beispielen erläutert werden. 

40 mg Pankreaspulver Nr. I spalteten in 60 Minuten a) 29,85%, b) 29,84%. 
0,20 ccm Glycerinauszug (aus Pankreasprobe Nr. II) spalteten in 60 Minuten a) 17,1%, 

b) 17,7%. 

[106] 2. Wirkung einzelner Aktivatoren. 

Die Wirkung einzelner Aktivatoren verschiedener Art, die schon in ausführlichen 
Arbeiten früherer Forscher festgestellt war, wurde in unseren Versuchen bestätigt. 
Während E. F. Terroine^) beobachtete: „Das Hinzufügen von irgend welchen viscÖsen 
Substanzen zu einer Mischung von Öl und Pankreassaft beschleunigt die Spaltungs- 
geschwindigkeit bedeutend'", führte er die Wirkung der Gallensalze nicht auf „eine 
Beeinflussung der Löslichkeit oder der Homogenität der zu spaltenden Mischungen" 
zurück, sondern erklärte sie mit der ,, Annahme, daß die beschleunigende Wirkung 
der Gallensalze einer direkten Wirkung auf das Ferment zuzuschreiben ist". Diese 
besondere Annahme für die Gallenwitkung erscheint uns nicht gerechtfertigt. 

In diesen Untersuchungen von E. F. Terroine und derjenigen von A. Hamsik^) 
ü^>er den Einfluß der Galle war die aktivierende Wirkung von ErdalkaHsalzen noch 
nicht erwähnt. Sie ist von H.Pottevin3), A. Kanitz^) und C. A. PekelharinöS) auf- 

* Giern. Ber. Bd: 54, S. 2988 [1921]. 

Biochem. Zs. Bd. 23, S. 404 u. 429 [1909/10]. 

.9. Diese Zs. Bd.’ös, S. 232 [1910]. 3) c. R. Ed. 135, S. 767 [1903]. 

9 Diese Zs, Bd. 46, S. 482 [1905]. Diese Zs. Bd. 81, 8.355 [^912]. ’ 
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gefunden und von Pekei^haring aber gewiß nicht zutreffend, auf 'die Beseitigung 
der bei der Spaltung entstehenden Fettsäure zurückgeführt worden. 

Die Erklärung für die Aktivatoren sehen wir nicht ,in ihrem emulgierenden Ein- 
fluß. Die Wirkung der vielen verschiedenen und verschieden erklärten ^ktivatoren 
scheint uns auf der gleichen Ursache oder auf ähnlicher zu beruhen und das Gemein- 
same in der Erzeugung kolloider Teilchen zu liegen, die adsorbierend wirken und zwar; 
auf das Enzym imd auf sein Substrat zugleich. ’ 

Calciumsalze erzeugen die Ausscheidung von Kalkseifen. Galle und gallensaure 
Salze wirken auf Proteinsubstanzen der [107] Drüsenauszüge fällend. Hiermit ist 
das Verhalten von Albumin gegen die bei der Fettspaltung entstehenden Seifen zu 
vergleichen. Eine besondere Stellung nimmt unter den Aktivatoren das Glycerin 
ein, das erst in sehr hoher Konzentration wirkt. Einerseits ist die Eipase ausgesprochen 
glycerinophil, anderseits ist Glycerin imstande, große Mengen Seife zu lösen, und 
diese wieder vermag Fett zu adsorbieren. 

Für die Prüfung einiger Zusätze gelten die Versuclisbedingungen des i. Abschnittes. 
In allen Fällen sind die Aktivatormengen bedeutend im Verhältnis zur Enzymmenge. 
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Wirkung von Glyderin. 
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Auf Fehlen von Aktivatoren ist es zurückzuführen, daß die Bestimmung von 
Glycerinauszügen der Pankreasdrüse ohne Anwendung von Aktivatoren zu niedrige 
Ausbeute von Eipase anzeigt. Während die Filtrierrückstände nur noch wenig Eipase 
enthalten, bewirken sie eine so hohe Aktivierung der [108] Glycerinauszüge, daß die 
Ausbeute in diesen zusammen mit dem Gehalt der ungelösten Anteile der ganzen 
ursprünglichen Menge der Eipase entspricht. 

6 Vgl. auch R. Ronä und Z. Bien, Biochem. Zs. Bd. 64, S. 13, und zwar S. 27 [1914]. 
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EJnzymmaterial 

Spaltung in 'Ptoz. 
des Öls 

Gehalt in Proz. der 
angew. lÄpase 

Pankreasprobe Nr. Ill, 15,6 mg. . 


100 

Glycerinauszug, 0,25 ccm . . . ' . . , . . . . 

5,5 

32 

Rückstand, 0^03 g 

4,7 

23 

0,25 ccm Glycerinauszug -|- 0,03 g Rückstand . 

12,0 

1 

Kikreasprobe Nr. IV, 15,6 mg . . . 

■ ~ F5;ü 
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i ^'2 

33 
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4.6 

18 

jp;5Q ccm Glycerinauszug -[- 0,037 g Rückstand . . . , . . 

1 ■ 14.4 
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Da es der Drüse selbst nicht an Eiweißstoffen fehlt, so wird die Wirkung des 
Pankreaspulvers durch Albumin und durch Glycerin nicht gesteigert, während die 
daraus gewonnenen Auszüge durch diese Zusätze aktiviert werden. Dagegen zeigt 
sich die Wirkung des Erdalkalisalzes und des Glykocholats auch in den Versuchen 
mit der getrockneten Drüse. So wurde erkannt, daß die vergleichende Bestimmung 
von Lipase in den Drüsen, den Extrakten und Elutionen auf die Anwendung eines 
Systems von Aktivatoren zu gründen ist. 

3. Zusammenwirken mehrerer Aktivatoren. 

Die Wirkung einzelner Aktivatoren, Calcium- und Gallensalze, wurde schon 
früher beobachtet, aber nicht die einer Kombination mehrerer Aktivatoren. Es zeigt 
sich in den Versuchen, die in der Tab. i zusammengestellt sind, daß durch das 

[109] Tabelle i. Kombination verschiedener Aktivatoren. 

(Versuche i bis 17 mit 0,20 ccm Glycerinanszug aus Pankreasprobe II. Versuche 18 bis 22 mit 
0,25 ccm Glycerinauszug aus Pankreasprobe III. Versuche 23 und 24 mit 2,5 ccm Jliammon- 
phosphatelution aus Tonerdeadsorbat. ) 
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Zusammenwirken schon zweier Aktivatoren stärkere Aktivierung erzielt wird als von 
den einzelnen selbst bei Anwendung ungewöhnlich hoher Konzentrationen. Dies 
gilt z. B. für die Kombination von Albumin + Calciumchlorid (Vers. Nr. 10 und ii), 
ferner von Albumin + glykocholsaurem Natrium (Vers. Nr. 13, 14, 15) »^endlich für 
die Kombination der drei Aktivatoren Albumin, Calciumchlorid und gallensaures 
Salz (Vers. Nr. 16 und 17), während glykocholsaures Natrium und Caldumchlorid 
ohne Albumin, die schwer lösliches Kalksalz bilden, sich nur wenig verstärken. 
Vergleicht man im Versuche Nr. 16 die Spaltung von 23,4 % des Öls auf Zusatz von 
15 mg Albumin, i mg Calciumchlorid und 10 mg Natriumglykocholat mit der Wirkung 
[iio] der beiden binären Aktivatoren 15 mg Albumin + img Calciumchlorid oder 
IO mg Natriumglykocholat + i bis 10 mg Calciumchlorid, wobei die Spaltungen nur 
14 bis 17% betragen, so wird man zu einer Erklärung der natürlichen Reaktions- 
verhältnisse geführt. Denn in der Drüse, die man ohne Berücksichtigung dieser Ver- 
hältnisse stärker wirksam finden würde als ihren in quantitativer Enzymausbeute 
gebildeten Glycerinauszug, wird nicht ein einzelner Aktivator in sehr erheblicher 
Menge zur Verfügung stehen, sondern eine Anzahl von Begleitstoffen in kleiner Kon- 
zentration. Das gilt um so mehr für die Funktion des Pankreassaftes und sein Zu- 
sammenwirken mit der Galle im Darm. 

Für die Bestimmungsmethode ist aber der Zusatz von gallensauren Salzen entbehrlich. 
Diese sind in den Drüsenpräparaten nicht oder nur in sehr geringer Menge enthalten, man 
braucht ihren Einfluß nicht zu berücksichtigen, gewissermaßen einzuschalten. Auch 
erreicht man mit einer größeren Menge Calciumchlorid (10 mg) und Albumin {15 mg) 
einen Kombinationseffekt, der eine weitere Steigerung durch gallensaures Salz nicht 
mehr eintreten läßt. Calciumion und Eiweiß aktivieren schon bedeutend in den Mengen, 
in denen sie als Beimischungen in den Enzympräparaten in Betracht kommen. Viel- 
leicht sind andere Proteine noch wirksamer als Albumin, aber dieses hat genügt, um 
die Drüsenauszüge und die reineren Elutionen mit der Drüse vergleichbar zu machen. 

Die hier beschriebene Kombinationswirkung der verschiedenen Aktivatoren, zu 
denen noch die bei der Fettspaltung entstehenden Seifen liinzutreten, ist im theoreti- 
schen Teile mit der Annahme von Verbindungen aus ihnen (gekoppelten Adsorbentien) 
erklärt worden, die kolloider Natur sind und die sich durct besondere Adsorptions- 
wirkungen betätigen. 


4. Bestimmungsmethode. 

Die Methode soll die vergleichende Bestimmung der Mengen von Lipase im Laufe 
ihrer Reinigung ermöglichen, den Vergleich der Enzymgehalte in den mit Glycerin 
oder Wasser [in] bereiteten Auszügen mit dem Ausgangsmaterial, der Drü^, anderer- 
seits den Vergleich der durch eine Reihe von Adsorptions- und Elutionsproiessen 
gewonnenen reineren Lösungen mit den rohen Drüsenauszügen. Die Methode beruht 
auf der im ersten Abschnitt beschriebenen Spaltung bei anfangs alliaiischer, am Ende 
saurer Reaktion und vervollständigt das System mit den zusammenwirkenden Akti- 
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vatoren Calcimnchlorid und Albumin. Es war nur nötig, die Aktivierung so weit 
auszubilden, daß die an Begleitstoffen verhältnismäßig armen Glycerinauszüge mit 
dem Drüsenpulver verglichen werden konnten ;/dann genügt die Aktivierung auch für 
alle reineren Eösungen. Es braucht also nicht die Steigerung der enzymatischen Wir- 
kung zum maximalen Werte angestrebt zu werden. Für die getrocknete Drüse ist 
eine mäßige Aktivierung hinreichend, so daß man für die Ausbeutebestimmungen 
von der Drüse bis zu den reinen Präparaten von der wechselnden Zusammensetzung 
des Organmaterials unabhängig ist. Die Aktivierung durch Calciumchlorid und Al- 
bumin ist, wie aus der Tab. i hervorgeht, schon mit lo mg Calciumchlorid und 15 mg 
Albumin so bedeutend, daß der Einfluß der Proteine und der Kalkverbindungen 
der Drüse dadurch übertroffen wird. Wenn auch die Wirkung durch viel größere Zu- 
sätze noch überboten werden kann, so scheinen doch die gewählten Konzentrationen 
der Aktivatoren zu genügen, um. die Bestimmung vom Reinheitsgrad der Lipase in 
sehr weiten Grenzen unabhängig zu machen. 

Nur für phosphathaltige Elutionen ist die Menge des Calciumchlorids unzureichend. 
Häufig wurde vor der Bestimmung die Phosphorsäure mit Magnesiamischung aus- 
gefällt. Es erwies sich aber auch als zulässig, bei nicht zu hohem Phosphatgehalt um 
den äquivalenten Betrag von Calciumchlorid die Menge des Aktivators zu vermehren. 

Die Verseifungsproben werden immer in der gleichen Reihenfolge der Komponenten 
angesetzt, nämlich so, daß man das Enzymmaterial mit Wasser auf 10 ccm bringt, 
2,5 g Olivenöl und 2 ccm Puffer einfüllt, dann 0,5 ccm 2proz. Calciumchloridlösung 
und, zweckmäßig nach kurzem Durchschütteln, zum Schluß 0,5 ccm 3proz. Albuniin- 
lösung zufügt. Durch [112] gleichmäßiges und kräftiges, 3 Minuten langes Anschüttelu 
mit der Hand wird unter Bildung einer Ausscheidung von Calciumoleat die anfangs 
träge Verseifung eingeleitet, das Aktivatorensystem erst vervollständigt, ein bestimmter 
Adsorption'fezustand hergestellt, an dem sich Seife, Aktivatoren, öl und Lipase be- 
teiligen. Dabei entstehen durch die Aktivatoren stabilisierte, charakteristische Emul- 
sionen, aber die Emulsion selbst ist nicht das Bedingende für die Spaltung. Es 
war nicht genügend, gut zu emulgieren, um gut zu spalten (vgl. auch die Spaltung 
in saurem Medium) . Die Dauer der Einstellung eines gewissen Emulgierungszustandes 
beim Anschütteln gibt dem geübten Beobachter schon ein ungefähres Maß der Li- 
pase. Mit einer über die Norm hinausgehenden Zahl von Lipaseeinheiten (z. B. i L.E.) 
wird unter den konstanten Bedingungen der Bestimmung schon in weniger als 2 Mi- 
nuten, mit einer zu’ geringen Zahl (z. B. 0,3 L-E.) noch nicht in 3 Minuten dieser 
Zustand erzielt. Die Beobachtung wird erleichtert, indem wir den Ansatz regelmäßig 
IO Sekunden schütteln, dann 5 Sekunden stehen lassen und diese alternierende Behand- 
lung 12 mal vornehmen. Man beobachtet mit 0,5 bis 0,8 L.E. 3 Zustände: 

1. * In Minute: grobe Flocken von Kalkseife scheiden sich ab, sind im Öl ver- 

teilt und steigen mit dem öl in die Höhe. 

2. In weiteren 172 Minuten: eine mehr käsige oder sahneartige Emulsion wird 
gebildet, die nicht die ganze Flüssigkeit erfüllt, sondern sich beim Unterbrechen des 
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Schüttelns sofort als eine Sahneschicht, alles öl enthaltend, über der wäßrigen lyösung 
absondert. 

3. In der dritten Minute: die Ausscheidung ist feiner, durch die ganze Flüssigkeit 
verteilt, so daß eine dichte, gleichmäßige Milch gebildet ist und daß die Emulsion 
einige Zeit bestehen bleibt. Dieser Zustand entspricht einer Spaltung von etwa 4%. 

Wenn dieser Zustand erreicht ist, nützt Fortsetzung des Schüttelns nichts mehr, 
obwohl in der Dauer der Bestimmung Entmischung der Emulsion (nicht etwa der 
Sahne) erfolgt. Nach 60 Minuten bei einer Spaltung von 10 bis 20% ist nämlich 
[113] eine homogen aussehende Sahne, die alles öl einschheßt, über einer klaren oder 
milchigen Flüssigkeit abgesetzt. Das Aussehen am Ende ist einigermaßen wechselnd, 
es ist weniger charakteristisch für den Verlauf der Spaltung als die Emulgierungs- 
erscheinung in den ersten 3 Minuten. Nur sehr niedrige Spaltungsgrade sind sofort 
an der Abscheidung von klarem Öl über milchiger oder sogar klarer Flüssigkeit zu 
erkennen. 

Hinsichthch des zeitUchen Verlaufs der Hydrolyse und der Proportionalität von 
Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge ist unter den Bedingungen dieser Me- 
thode keine Gesetzmäßigkeit zu erwarten. Man hat die Wahl zwisdien der Hydrolyse 
des Fettes in einem dem homogenen System sich nähernden und chemisch einfachen 
Medium von konstanter Wasserstoffzahl und der Plydrolyse in einem makroheterogenen 
System, dessen Zusammensetzung sich durch Zusätze und die entstehende Seife ver- 
wickelt gestaltet. Im ersten Falle läßt sich anstreben, daß die Glyceridspaltung, 
obwohl sie keine ’ einfache Reaktion ist, das Bild einer monomolekularen Reaktion 
bietet. Allein man wird auf solche Weise schwerlich Dipase in verschiedenen Rein- 
heitsgraden vergleichend bestimmen können. Im zweiten Falle wird das Bild des 
Reaktionsverlaufs durch eine Anzalil von Mißständen entstellt. . Dazu gehört der 
Wechsel in der Acidität infolge der Bildung der Fettsäure, ferner und hauptsächlich 
der Einfluß der im Verhältnis zur Dipase sehr reichlich auftretenden Seife. Von dieser 
wird die Dipase inaktiviert, wahrscheinlich dadurch, daß die Seife mit dem reaktions- 
befördernden ,,komplexen‘' Adsorbens konkurriert und den Adsorptionszustand von 
Enzym und Substrat stört. Unter den meisten und verschiedensten Bedingungen ist 
auch mit dem störenden Einfluß des Enzymverderbens, zunehmend mit der Rein- 
heit der lyipase, zu rechnen. 

Der Bestimmungsmethode liegt die Beziehung zwischen Enzymmenge und 
Spaltungsgrad zugrunde, die wir mit einer guten Pankreaspfobe (ungefähr 500 g 
eines Gemisches vorsichtig getrockneter Pankreasdrüsen vom Schwein) gemessen 
haben und die in der Abb. i wiedergegeben ist. 

Drüse ergaben in i Stunde 7,4% Spaltung. 
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Bestimmung der pankreatischen Fettspgltung. 

Die von kleinen Pankreasmengen (i bis lo mg) ^ , 

in einer Stunde bewirkten Spaltungen sind infolge der 

sehr günstigen Bedingungen hoch. Die leistungsfähig- f 

keit des Enzyms wird anschaulich, wenn man berück- f 

sichtigt, daß unsere reinsten Präparate die Eipase ^ 

300 mal konzentrierter enthalten als die getrocknete 1B — yi 

Drüse. 

Bei 24 bis 25% Spaltung wird die Kurve äbge- 
knickt und von diesem Punkt an entspricht großer 7 

Zunahme der Enzymmenge nur eine geringe Vermeh- 

rung der Spaltung. Die Bestimmung ist daher so ein- — -j- — 

zurichten, daß die Hydrolyse zwischen [115] 10 und q—I — ; 

24% fällt. Überschreitet die Spaltung 24%, so sollte ^ / 

sie mit der halben Enzymmenge wiederholt werden. / 

Aus der Spaltung, die von einer zu bestimmenden ^ j 
Menge Eipase unter den gegebenen Bedingungen be- ^ f 
wirkt wird, geht hervor, von wieviel Milligramm unserer — g» jg 

Pankreasprobe sie bewirkt worden wäre. — >L.E. 

Als Eipaseeinheit (L.E.) bezeiclmen wir die Abb. i. bipasemenge und 
Menge Jdpase, die unter den bestimmten Bedingungen Verseifiingsgrad. 

(im Völumen von 13 ccm, enthaltend 2 ccm NH3 — NH4C1-Puffer von 8,9 und als 
Aktivatoren 10 mg CaCE und 15 mg Albumin) bei 30° in einer' Stunde 24% von 
2,5 g Olivenöl (Verseifungszahl 185,5) spaltet. Es ist anschaulich, daß dies die Eipase- 
menge von i cg einer gewissen, von uns untersuchten getrockneten Pankreasprobe 
ist. Der Eipasegehalt eines Extraktes, einer Elution u. dgl. wird durch die Anzahl 
der Eipaseeinheiten ausgedrückt. 

Es wird nicht ausgesagt, daß das Maß Eipaseeinheit einen genauen Mengen- 
vergleich der Pankreaslipasen verscliiedener Herkunft gibt, sondern es dient nur 
genügend genau für den quantitativen Vergleich der aus einem Drüsenmaterial ge- 
wonnenen Eösungen und Präparate. 

Das Maß für die Konzentration der Eipase, für ihren Reinheitsgrad, nennen 
wir Eipasewert (L.W.). Darunter wird die Anzahl der Eipaseeinheiten in einem 
Zentigramm einer Substanz verstanden. 

Beispiele : 

I. 6,25 mg Pankreasprobe Nr. III ergaben 15,1 % Spaltung, was nach Abb. i der Wirkung 
von 0,52 E.E. entspricht. Der Eipasewert dieses Drüsemnaterials ist 

0,52 • IO ^ 

-4 = 0,83. 

6,25 ^ 


2. Aus 10 g derselben Pankreasdrüsen, entlialtend 832 E.E., wurde mit 160 ccm Wasser 
ieüi Auszug dargestellt. Davon ergaben 0,20 ccm 18,1 % Spaltmig, entsprechend 0,68 E.E. Da- 
liier enthält der Extrakt in 160 ccm 544 L.E. Die Ausbeute {Filtration ohne Verlust gedacht) 
^beträgt 65 % . 



ii68 R. Wii,i<stäi:ter, E. Waedscemedt-I/Eixz und Fr. Memmen; 

Die Reproduzierbarkeit dieser Bestimmungen war befriedigend.' 

[xi6] I. 4 mg Pankreasprobe Nr. IV bewirkten ölspaltui:^ a) entsprechend 1,27 ccm 0,8 n-KOH, 
b) 1,25 ccm 0,8 n-KOH. Daraus ergibt sich a) 12,4% Spaltung und 0,36 I/.Em b) 12,3% Spal- 
tung und 0,35 b.E. 

2. 1,95 ccm phosphatfreie Elution aus erstmaligAn Tonerdeadsorbat bewirkten Ölspaltung 
entsprechend a) 1,26, b) 1,26 0,8 n-KOH. Daraus ergibt sich a) und b) 12,4% Spaltung und 
0,36 E.E. 

Der mögliche Titrationsfehler von ±0,03 ccm, z. B. 0,8 n-KOH, bedingt bei 10 
bis 20 % Spaltung einen Fehler von ± 0,01 E.B. 

Bestimmungen mit verschiedenen Mengen desselben Eipasematerials ergaben, 
auch wenn sie zu weit auseinanderliegenden Punkten der Kurve führen, überein- 
stimmende I/ipasewerte. 

Von Pankreasproben Nr. III bewirkten a) 10 mg 17,8 %, b) 5 rag 11,6% Spaltung. Hieraus 
ergaben sich die Eipasegehalte von a) 0,66, b) 0,32 L.E, 

Unsere empirische Bestimmungsweise, deren Wesen die Herstellung eines Akti- 
vatorensystems ist, erlaubt natürlich zahlreiche Abänderungen, vielleicht Verbesse- 
rungen; sie hat nuj die Bedeutung eines brauchbaren Beispiels. Zu den veränderlichen 
Faktoren der Verseifung gehört die Menge und die Natur des Öles. Verändert man 
unter den angegebenen Bedingungen die Menge des Öles, so steigt bei Vermehrung 
die quantitative Leistung der Uipase bedeutend, in geringerem Maße sinkt bei ver- 
minderter ölmenge die Leistung, während sie sich an steigenden Bruchteilen des 
Substrates vollzieht. 

Versuche mit 0,20 ccm Glyceriiiauszug aus Pankreasprobe Nr. IV 
(entsprechend 0,48 L.E.). 

' Mit 0,625 g Öl w^urden verbr. 1,08 can 0,8 n-KOH, entsprechend 42,4% Spaltung. 

„ 1,250g „ „ „ 1,19 ccm 0,8 n-KOH, „ 23,4% 

,, 2,500 g ,, ,, ,, 1,48 ccm 0,8 n-KOH, ,, 14, S% ,, 

,, 5,000g ,, ,, ,, 2,31 ccm 0,8 n-KOH, ,, 11,4% ,, 

Der Vergleich des angewandten Olivenöles mit verschiedenen aridem ölen, Sesam-, 
Erdnuß- und Ricinusöl, ergibt beträchtliche, z, T. große Unterschiede zugunsten der 
anderen öle. Erdnuß- und Sesamöl werden merklich rascher, Ricinusöl [117] be- 
deutend rascher verseift, obwohl die Ricinus ölsaure stärker sauer ist als Ölsäure 
und andere hohe Fettsäuren. 

5. Bewährung der Methode, 

Die Bestimmungsmeth(yde kontrollierte die in der naehfoigenden Abhandlung 
beschriebene präparative Arbeit und ihre Zuverlässigkeit hat sich bei zahlreichen 
Anwendungen bestätigt. Bei der Gewinnung von Drüsenauszügen und bei den 
Reinigungsvomahmen durch Adsorption führte die anal3rtische Methode zu keinem 
Widerspruch. In einigen Beispielen wird ihre Brauchbarkeit deutlich, wenn die Aus- 
beutern einem Extrakt zusammen mit der Enzymmenge im ungelösten Anteil oder 
die Ausbeute in einer Elution zusammen mit dem Enzymgehalt der Adsorptions- 
restlösung annähernd auf 100% stimmen. 
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1. Beispiel: Ausbeute im Glycerinextrakt. 

Von der Pankreasprobe Nr. IV ergaben 7,8 mg 17,1% Spaltung, entsprechend 0,63 B,-E. 

20 g dieses Pankreasmaterials {1615 b.Pl.) müden 4 Stunden lang bei 30“ mit 32000111 
87proz. Glycerin atisgezogen, abgesaugt und auf der Nutsclie 2 mal mit je loo ocm 87proz. 
Glycerin gewaschen. Man erhielt 440 ccm* Glycerinlösung (einschließlich Waschflüssigkeit) und 
52,4 g glycerindurchtränkten Filterrückstand. 

a) Glycerinauszug: 0,35 ccm ergaben 21,7% Spaltung, entsprechend 0,87 L.E., daher in 
440 ccm: 1095 L.E., entsprechend einer praktischen Ausbeute von 68%. 

b) Filterrückstand: 0,041g ergaben 14,5% Spaltung, entsprechend 0,48 F.E., daher in 
52,4 g: 610 L.E. 

Die Bestimmung des Rückstandes ergab also 38%, vielleicht etwas zuviel infolge der ver- 
hältnismäßig großen Proteinmenge im unlöslichen Anteil. Die Smnme der Eipase in der Lösung 
und im Rückstand betrug 105 % vom Ausgangsmaterial. 

2. Beispiel: Ausbeute bei einmaliger Adsorption mit Tonerde. 

Für die Versuche diente ein mit der fünffachen Menge Wasser verdünnter Glycerinauszug. 

1.00 ccm dieser Lipaselösung ergab 16.5% vSpaltung, entsprechend 0,60 L.E. 

2400 ccm Lipaselösung, 1440 L-E- enthaltend, wurden einer unvollständigen Adsorption 
mit Aluminitunhydroxyd luiterworfen. Das Adsorbat eluierten wir mit glyccrinlial tigern alkali- 
schem Phosphat. 

[118] a) Elution, 970 ccm. 

0,50 ccm ergaben 11,4% Spaltung, entsprechend 0,31 L-E-, für die gesamte Elution 60 r L.E. 

b) Adsorptioiisrestlösung 2540 ccm. 

2.00 ccm ergaben 15,1% Spaltung, entsprechend 0,51 L.E. und für die gesamte Rest- 
lösuiig 648 L-E. 

Die Summe der Restlösung und der Elution betrug 87 % des Ausgangsmaterials. 
Die Differenz von 13% braucht nicht Analysenfehlern zugeschrieben zu werden, 
da die Elution des i. Tonerdeadsorbats selten mit quantitativer Ausbeute verläuft. 

3. Beispiel: Ausbeute bei wiederholterTonerdeadsorption undElutioii. 

Angewandt 4350 ccm einer durch einmalige Adsorption mit Tonerde und Elution gereinigten 

Lösung von 638 L.E. . 

3.00 con dieser Lösung ergaben 13,0% Spaltung, entsprechend 0,44 L.E. 

Nach wiederholter Adsorption und Ehition mit alkalischem Phosphat verteüte sich die 
Lipase auf 970 ccm 2. Elution und 500 ccm Adsorptionsrestlösung. 

a) Elution. 

1.00 ccm ergab 17,6 % Spaltung, entsprechend 0,65 L.E. Daher Gehalt der Elution 631 L.-E. 

b) Restlösung. 

TO, 00 ccm ergaben 0,7% Spaltung, entsprechend 0,007 LE., daher Gehalt der Restlosm^ 
3.5 E.E. 

In diesem Versuch wtirden 99 % der angewandten Enzyinmenge in den beiden 
Anteilen wiedergefunden, bei einer Wiederholung des Versuches ioü%. 

6 . Hemmungserscheinungen. 

Altern der getrockneten Pankreasdrüse, 

In einer Anzahl von Fällen fanden wir in den Glycerinauszügen der Drüse Aus- 
beuten von viel mehr als 100 % der im Ausgangsmaterial bestimmten Lipase. Während 
z. B. die Bestimmung in 5,0 g Pankreasprobe Nr. I 320 L.E. ergab, fanden wir in 
der entsprechenden Menge Glycerinauszüg (80 ccm) 5*^4 E-E., also 157^* Solche 
Beobachtungen beziehen sich nur auf einige Monate altes, getrocknetes Pankreas- 
material, dessen lipatische Wirksamkeit beim Aufbewahren Einbuße erlitten hatte. 
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Ks zeigte sich aber, daß bei eitiigem Stehen niit [119] Glycerin die getrocknete Drüse 
wieder ganz oder annähernd den ursprünglichen Wert erreichte, daß also die Ausbeute 
im Glycerinauszug der üblichen von 80 bis 85% entsprach. Auch bei einstündigem 
Digerieren mit Wasser erholte sich der lipatische Wert, um bei längerer Einwirkung 
von Wasser unter den Ausgangswert zu sinken. Die beim Digerieren mit Wasser 
beobachteten Eipasegehalte resultieren aus der hier wie mit Glycerin erzielten Er- 
höhung und der in wäßriger Eösung stets erfolgenden Enzymzerstörung. Die schein- 
baren Eipaseverluste in den getrockneten Drüsen beruhen wahrscheinlich darauf, 
daß das Enzym von den Begleitstoffen, rz. B. mehr und mehr koagulierenden Proteinen, 
fester eingehüllt und verklebt wird, so daß es unter den Bedingungen der Bestimmung 
nicht vollständig zur Wirkung gelangt. 


Zahl der Eipase einheiten in 12,5 mg Drüse. 



Ohne Vorbeliandlung j 


Mit Vorbehandlung 
(30“, mit 0,5 ctTm) 


Pankreas- 







probe 

21. II. 

j 29. IV. 

1 Glycerin 

Wasser 


I Stde. 

j 4 Stdn. 

! I Stde. j 

4 Stdti. 


Nr. I 

1,67 

0,80 

1.53 

i 1,57 

1 1,10 

0,67 

Nr. III 

! 1,03 

0,83 

I,Ü3 

1,01 

1 "" 
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Verhalten in Toner de- und Kaolinadsorbaten. 

In den Tonerde- und Kaolinadsorbaten ist die Eipase zwar noch wirksam, aber 
man kann nur einen Teil der zu erwartenden Lipasegehalte darin bestimmen. Es 
ist nicht etwa Enzymverlust im Adsorbat eingetreten, man findet vielmehr in den 
Elutionen mehr Lipaseeinheiten als in den Adsorbaten. Die Bestimmungsmethode 
ist also für solche Adsorbate nicht brauchbar. Dieser Fall gehört zu den im theore- 
tischen Teil behandelten Hemmungserscheinungen. Er ist wohl dadurch bedingt, 
daß ein solches Adsorbat einerseits keine genügende Adsorptionsaffinität für das zu 
spaltende Fett besitzt und daß es andererseits die Lipase nicht leicht genug an das 
für die enzymatische Wirkung geeignete Adsorptionssystem abgibt. 

[120] Für einen derartigen Versuch verarbeiteten wir 50 ccm Glycerinauszug aus 
Pankreasprobe Nr. IV mit einem Gehalt von 194 L-E. * 

0,25 ccm Glycerinauszug bewirkten 23,5% Spaltung, entsprechend 0,97 LE. 

Die Glycerinlösung wurde mit der fünffachen Menge Wasser verdünnt und mit 
50 ccm Tonerdesuspension adsorbiert. Mittels der Zentrifuge ^trennten wir 330 ccm 
Restlösung von 16,8 g wasserhaltigem Tonerdeadsorbat. 

a) Adsorptionsrestlösung. 

3,00 ccm bewirkten 6.6% Spaltung, entsprechend 0,11 L.E, — Gesamtmenge 12 L.E. 

b) Adsorbat. 

0,168 g bewirkten 19,3% Spaltung, entsprechend 0,73 L.E. — Gesamtmenge 73* L-E. 

In beiden Anteilen zusammen fehlen 56 % der angewandten Lipase. — Das Alu- 
miniumhydroxyd eluierten wir darauf 2 mal mit je 125 ccm alkalischer Phosphat- 
lösung und bestimmten die erhaltenen Elutionen einzeln. 



Bestimmung der pankreatischen Fettspaitung. 


I171 

a) Erste Elution. 

0.625 ccm ergaben 17,3% Spaltung, entsprechend 0.63 E.E. — Gesamtnenge 126 E.E. 

b) Zweite Elution. 

1,25 ccm bewirkten 12,5% Spaltung, entsprechend 0,37 L.E, — • Gesamtmenge 37E.R. 

Die Elutionen enthielten also 223 % der Eipasemenge, die im Adsorbat bestimmt 
werden konnte, und die Summe der Eipasegehalte von Elution und Adsorptions- 
restlösung betrug 90% vom Enzym des Ausgangsmaterials. 

Verhalten der Tristearin- und Cholesterin-adsorbate. 

Noch mehr gehemmt ist die Lipase in der Form ihrer Adsorbate in Cholesterin 
und in Tristearin, und diese sind daher für die quantitative Bestimmung ganz unge- 
eignet. Man findet nur einen kleinen Bruchteil wie 6 % der zu erwartenden Enzyni- 
menge. Auch Zusatz von Paraffinöl war ohne Einfluß auf das Verhalten des Tristearin- 
adsorbats, während Olivenöl, [121] mit Paraffinöl gemischt, von Lipase in anderer 
Form gut gespalten wird. 

Es gelang aber nachzuweisen, daß auch diese fast unwirksamen Adsorbate das 
Enzym anfangs nicht in zerstörtem Zustand, sondern nur gehemmt enthalten. Die 
Lipase Heß sich nämlich daraus, wie in der folgenden Arbeit genauer beschrieben, 
mit alkalischem Phosphat in Ausbeuten von 30 bis 60% eluieren. 

Erstes Beispiel. 

750 ccm einer einmal durch Tonerdeadsorption gereinigten Enzymlösung wurden 
aufs Vierfache verdünnt und die Topase daraus mit 15 g Tristearin adsorbiert. Das 
Adsorbat saugten wir rasch ab und bestimmten seinen lipatischen Wert sofort. 

2,00 ccm der angewandten EnzymIÖsnng bewirkten 12,6 % Spaltung, entsprechend 0,37 L.E., 
daher betrug die Gesamtmenge 139 L.E. 

a) Tristearinadsorbat, 

0,086 g ergaben 2,3 % Spaltung, entsprecliend 0.03 L.E., daher wurden im gesamten Adsorbat 
gefunden 5,6 L.E« 

b) AdsorptionsrestiÖsung. 

8.00 ccm ergaben 6,7% Spaltung, entsprechend 0,11 L.E. — Gesamtmenge 41 L.E. 

Nach der Differenz zwischen angewandter und Restlösung sind vom Tristearin 

98 L.E. aufgenommen worden. 

Zweites Beispiel. 

Das Ausgangsmaterial bestand in 1200 ccm einer zweimal durch Tonerdeadsorp- 
tion gereinigten Lipaselösung mit einem Gehalt von 135 L.E. 

4.00 ccm ergaben 14,2 % Spaltung, entsprechend 0,45 L.E. 

Das Enzym wurde aus der auf 4225 ccm verdünnten Flüssigkeit mit 15 g Tri- 
stearin adsorbiert und darin sogleich nach dem Absaugen bestimmt, 

a) Tristearinadsorbat. 

0,107 g bewirkten 3,0% Spaltung, entsprechend 0,04 L.E. Im Adsorbat waren also nur 
6 L-E. bestimmbar. 

b) * Adsorptionsrestlösung. 

7.00 ccm bewirkten 3,4% Spaltung, entsprechend 0,04 L.E. Der Gehalt der Restlösung 
betrug daher 24 L-E. 

[122] Aus der Differenz zwischen Ausgangsmaterial und Restlösung ergibt sich, 
daß III L.E. vom Tristearin adsorbiert wurden. 
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II. Bestimmung der Hpatischen Wirkung in alkalischem Medium bei konstantem j>h • 

Um die Fettspaltung bei konstanter alkalischer Reaktion auszuführen, bedarf 
es sehr großer Puffermengen. Es gelingt mit 10 ccm des Gemisches von 5n-NH3 
und 5n-NH4Cl, das im Verhältnis 1:2 — 819 ergibt. Unter diesen Bedingungen 

ist die Flüssigkeit 1,7 n-ammoniakalisch. Die Genauigkeit der Bestimmung wird da- 
durch beeinträchtigt, daß man die gebildete Fettsäure bei der Titration aus der Differenz 
von zwei großen Zahlen, dem gesamten Alkali und dem für die Salzsäure des Puffers 
erforderlichen, ermittelt. Hauptsäclilich scheitert aber diese Bestimmungsweise an 
der Empfindlichkeit der lyipase, und zWar der in Form von Blutionen in reinerem Zu- 
stand vorliegenden, gegen die starke Pufferlösung. 

Die Pufferinenge läßt sich indessen vermindern, wenn man sich begnügt, die 
alkalische Reaktion annähernd konstant zu halten, so daß der Wassers toffexponent 
von Beginn bis zu 30 % Spaltung nur bis etwa 8,7 ansteigt. Die Änderung gegen- 
über den Bedingungen der im i. Kapitel angegebenen Methode besteht darin, daß 
der Puffer 5 mal konzentrierter und in 2^/2 facher Menge angewandt wird ; die wäßrige 
Uösung, 12^/2 mal mehr Ammoniak enthaltend, ist 0,52 n-ammoniakalisch. Von diesem 
Puffer in der Konzentration wie bei der Uipasebestimmung (5 ccm auf 16 verdünnt) 
wird das Öl bei 30° in 2 vStunden nicht meßbar angegriffen. 

Das mit Wasser auf 10 ccm gebrachte Enzym wird mit 2,5 g Olivenöl und mit 
5 ccm des aus (1,67 ccm) 5n-NH3 und (3,33 ccm) 5n-NH4Cl zusammengesetzten 
Puffers versetzt; dazu kommen 10 mg CaCl: und 15 mg Albumin in je 0,5 ccm Wasser, 
so daß die wäßrige Flüssigkeit 16 ccm beträgt. Für das Anscliütteln, die Versuchs- 
temperatur und die Titration gelten die früheren Angaben; nur war wegen der größeren 
Puffermenge stärkere Alkalilauge (i,5n-alkohol. KOH) erforderlich, worin der größte 
Teil auf die Salzsäure des Ammoniumchlorids entfiel. 

[123] Beispiel: 

Versuch mit 0,100 ccm Glycerinauszug, Dauer 30 JVIinuten, verbraucht 11,9; ccm 1,5 n-KOH. 
Davon entfallen; auf den Puffer ii,ii ccm, auf amphotere Bestandteile des Extrakts 0,02 ccm, 
bleiben also für die abgespaltenen Fettsäuren 0,8400111, entsprechend 15,3% Spaltung. 

Die zusammenwirkenden Aktivatoren Calciumchloxid und Albpmin üben, wie 
die folgende Tabelle zeigt, bei der Verseifung im alkalischen Medium einen nicht 
geringeren Einfluß aus wie bei wechselnder Reaktion, der die Unterschiede im Rein- 
heitsgrad der Uipase auszugleichen vermag. 

Tabelle 2 . 

Kombination der Aktivatoren bei Verseifung im alkalischen Medium. 

0,20 ccm Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. I; 2,5 g öl; 5 ccm Puffer; i Stunde. 



CaCl, 

Albumin 

Spaltung 


mg 

mg 

% 

Nr. I 

— 


8,4 

„ 2 , 

IO 

! 1 

1 34,3 

» 3 i 

— 

! U 

18,8 

- 4 

IO 

! IS 

! 43,2 





Bestimmui^ der pankreatischen Fettspaltung. 

Der Einfluß der Aktivierung mag in diesen Versuchen etwas abgescliwächt zum 
Ausdruck kommen, da sich bei weitgehender Spaltung (Nr. 4) die Verschiebung der 
Wasserstoffzahl im ungünstigen Sinne bemerkbar machen kann. Die lipatische Wir- 
kung im alkalischen Medium übertrifft diejenige bei wechselndem Vom Glycerin- 
auszug aus t’ankreasprobe Nr. I, der für diese Versuche mit Wasser auf das 5 fache 
Volumen verdünnt wurde, ergaben 0,5 ccm (verd.) unter den Bedingungen unserer 
Bestimmungsmethode 16,2% Spaltung, in der gleichen Zeit im alkalischen Medium 
24,5% Spaltung des Öls. 

Die Abhängigkeit des Grades der Hydrolyse von der Reaktionszeit wurde mit 
Enzymmengen bestimmt, die im Verhältnis von i : 16 stehen. Die gefundenen Werte 
sind in der Tab. 3 angegeben und in der Abb. 2 dargestellt. 

[124] Tabelle 3. 

Zeitlicher Verlauf der lipatischen Wirkung in alkalischem Medium. 



yr. 

Menge des Glyc.- 
Ausz. {5 ma! verd.) 

' Gehalt 

Zeit 

j Spaltung 



ccm 

UH. 

j Min. 

i ^ 

0 

I. 

I 

0,063 ■ 

0,075 

1 60 

1 5.6 



2 

0.063 

0,075 

120 

9-0 


II, 

3 a) u. b) 

0,125 

0,15 

60 

9.1; 

10,1 


4 

0,125 

0,15 

120 

^ 13-3 


III, 

5 

0,250 

0,30 

30 

! 10,0 



6 a) u. b) 

0,250 

0.30 

60 

' 13,5; 

15-5 


7 a) u. b) 

0,250 

0,30 

120 

i i;. 3 ; 

17-5 

IV, 

8 

0,500 

0,60 

1 

1 10,6 



9 

1 0,500 

0,60 

1 30 

! 15.3 



IO 

1 0,500 

0.60 

60 

i ^ 4.5 


V, 

II 

1,000 

1,20 

IS 

16,1 



12 

1,000 

1,20 

30 

1 26,7 



Tn diesen Versuchen erwies sich das Produkt aus der Knzymmenge und der 
Zeitdauer für einen gewissen Grad der Verseifung nicht als konstant. Die Versuche 
mit längerer Dauer und kleineren Enzymmengen sind, abgesehen von den im vor- 
liegenden Kapitel erörterten Einflüssen wie der Hemmung durch die Seife, dadurch 
im Nachteil, daß das Enzym gegen den Puffer nicht genügend beständig ist. Um diesen 
Einfluß kennen zu lernen* bestimmten wir in vergleichenden Versuchen; 

2 ccm eines 10 fach verdünnten* Glycerinauszugs a) bei 30 Minuten Dauer unter 
den Bedingungen der Hydrolyse in alkalischem Medium, b) nach 30 Minuten langem 
vStehen, bei 30'' mit .5 ccm 5n-Puffer und 8 ccm Wasser, dann unter denselben Be- 
dingungen, Die Spaltung betrug a) 31,2, 32,0, 31,6% ; b) 27,8, 27,8 %. In viel höherem 
Maße unterliegen die reineren Lipaselösungen der Schädigung durch den Puffer. Bei- 
spielsweise bewirkte 1,00 ccm einer (48 Stunden aufbe'wahrten) Elution aus Ton- 
erdeadsorbat bei “ ^»9 Verseifung von 9,2%, hingegen nach einstündiger Ein- 
wirkung des Puffers (5 ccm auf 15 ccm verdünnt) bei 30 ° nur 4,6 % Spaltung. Beim 
Stehen [T25] mit dem unverdünnten Puffer wurde die Zerstörung der Lipase fast 
vollständig. 
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Während sich die I^ipase der Drüse und der Glycerinauszüge im alkalischen 
Medium ohne beträchtliche Differenz gegenüber unserer Methode bei wechselndem 
vergleichend bestimmen HeJ 3 e, steht ihrer allgemeinen Anwendung die Bmp- 
findlichkeit der reineren Dipaselösungen im Wege, 
für die sich zu ungünstige Enzyragehälte ergeben 
würden. 

Eine frisch dargestellte Elution aus Tonerde- 
adsorbat enthielt in 0,5 ccm 0,33 E.E. Die Bestini- 
ji£ mung im alkalischen Medium ergab mit 0,5 ccm in 
30 Minuten 7,8 % Spaltung. Dieser Grad der Hy- 
drolyse entspricht nach Abb. 2 einer Eipasemenge 
von nur 0,23 E.E. in der Form des Glycerinauszugs. 
[126] Dieselbe Elution enthielt nach 24 Stunden, 
nach der Bestimmungsmethode mit wechselndem 
gemessen, noch 0,49 L.E. in i ccm. Bei der Hydro- 
lyse im alkalischen Medium ergab nun i ccm in 
30 Minuten nur eine Spaltung von 9,2%, die gemäß 
Abb. 2 schon durch 0,29 E-E. des Glycerinauszugs 
bewirkt würde. 

i20' 

Zeit -3- Die Elution ergab also nur 60 bis 70 % der Werte, 

Abh. 2. Zeitlicher VÄuf der unter den schonenderen Bedingungen der 

Hydrolyse mit verschiedenen 

kipaseniengeti [pn = 8,9). empfohleneh Methode findet. 



III. Bestimmung der lipatischen Wirkung unter Hemmung in sauerem Medium. 

Die Untersuchung der Ölspaltung bei sauerer Reaktion führt zu einer weiteren 
Methode für die Bestimmung des Enzyms. Sie ist überdies für die Kennzeichnung 
seiner Wirkungsbedingungen nötig, über die sich viele widersprechende Angaben in 
der Eiteratur finden. Endlich gewinnt man durch den Vergleich der lipatischen Wir- 
kung in alkalischem und saurem Medium eine Entscheidung über die Homogenität 
des lipatischen Enzyms. 

Die Fettspaltung läßt sich bei konstanter Acidität mit Bankreaslipase ohne irgend- 
welche Äktivatoren oder emulgierende Mittel gut ausführen. Dabei kommt keine 
gute Emulsion zustande, sondern nach dem Anschütteln findet rasche Entmischung 
statt. Man erkennt hier, namentlich in den Versuchen mit emülsionsbefördernden, 
spaltungshemmenden Zusätzen, wie gering die Bedeutung der Emulsion für die lipa- 
tische Wirkung ist. Damit die entstehende Fettsäure keinen Einfluß auf die Wasser- 
stoffionenkonzentration ausübt, stellen wir von Anfang an mit Natriumacetat-Hssig- 
säure-Puffer — 47 etwa den Wasserstoffexponenten, den man beim An- 
schütteln von käuflicher Ölsäure mit Wasser beobachtet. 

Die folgenden für die Bestimmung im sauren Medium vorbereitenden Versuche 
wurden in derselben Weise wie die oben beschriebenen mit dem auf 10 ccm verdünnten 
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Enzym ausgeführt und zwar bei 30" mit 2,5 g Olivenöl (Verseifungszalil 185,5) 
und mit 2,00 ccm Puffer, bestehend aus gleichen [127] Teilen “/j-Essigsäure und “/z- 
Natriumacetat, unter 3 Minuten dauerndem Anschütteln. Da der Alkaliverbrauch 
gering ist, titrieren wir in alkoholischer Eösung mit o,in-alkoholischer Kalilauge. 

Z. B. wufdeu nach einem Spaltnngsversuch mit 25 mg der Pankreasprobe Nr, IV 12,22 ccm 
"/lo-KOH verbraucht. Davon entfielen 5,00 ccm auf die Essigsäure des Puffers und 0,37 ccm 
auf die in alkoholischer Tösung alkalibindenden Amphoteren der Drüse. Daher werden von der 
gebüdeten Ölsaure verbrauclxt 6,85 can, entsprecliend 8,29% Spaltung. 

Für die Verseifung im saueren Medium haben wir keine Aktivierung durch Zu- 
sätze beobachtet. Calciumchlorid war ohne Wirkung. 

Mit 0,4 ccm Glycerinauszug 

von Pankreasprobe IV. Spaltung ohne CaCb 37; mit 1 mg CaCb 37% 

,, M I- ,, M n 12,02; ,, 10 ,, ,, 12 , 11 %. 

Durch gallensaures Salz wurde die Verseifung stark gehemmt. 

Mit 0,4 ccm Glycerinauszug Nr. IV: Spaltung 37 ; mit 20 mg glykocliols. Natr, 0,9%. 

,, 0,4 ccm ,, ,, I: ,, 12,02; ,, 10 ,, ,, ,, 5,8%. 

Auch Albumin wirkte, obwohl es ausgezeichnete Emulsionen entstehen ließ, 
entschieden hemmend und zwar in denselben Mengen, die bei alkalischer Hydrolyse 
stark aktivieren. 

Mit 0.4 ccm Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. IV 
Albmninzusatz omg; Spaltung 3,8%; Sahne entmischt. 


3 

,, 4,1%; gute Emulsion. 

6 

„ 3^0% 5 - 

15 

M 1.8 %; 

30 .. 

,, 1,6%; sehr dicke Emulsion. 


Die hemmende Wirkung der Eiweißstoffe darf bei der Bestimmung in saurem 
Medium nicht außer acht gelassen werden. In einer Anzahl Bestimmungen bei pn 4 >7 
fielen die Werte, für welche unsere Bestimmungen nach der Methode mit wechselndem 
p^ eine Kontrolle boten, für die proteinarmen Glycerinauszüge im Verhältnis zu den 
getrockneten Pankreasdrüsen zu hoch aus; andererseits ergab ein an Proteinen 
besonders reiches Pankreasmaterial zu niedrigen Eipasegehalt. [128] Ebenso wichtig 
wie die Aktivierung für die alkalische oder zu Beginn alkalische Hydrolyse ist also 
die Hemmung durch Eiweiß für die Bestimmung im sauren Medium. 

Der Verseifungsansatz wurde daher mit 15 mg Albumin vervollständigt, obwohl 
dieser Zusatz die Spaltungsbeträge sehr herabdrückte. Unter diesen Bedingungen 
erwies sich das Verliältnis zwischen den Hydrolysen bei p^^ = 4,7 und denjenigen 
bei wechselndem pj^ als konstant und als unabhängig vom Drüsenmaterial und von 
der Reinheit der Eipase. Diese Übereinstimmung macht es höchst unwahrscheinlich, 
daß es in der Pankreasdrüse verschiedene lipatische Enzyme gibt, von denen eines 
hauptsächlich sauer, ein anderes vorzugsweise alkalisch wirkt. 

Die Beziehung zwischen Enzymmenge und Spaltung ist unter den neuen Bedin- 
gungen sehr einfach. Die Spaltung ist nämlich in dem untersuchten Bereich (bis 
etwa 10%) der Enzymmenge proportional (Abb. 3}. 
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Abb. 3. Enzymmengen und vSpaltung (/^h — 4.7)- 

Für die folgenden Versuche (i Stunde) hat dasselbe Pankreasmaterial gedient, 
wie oben für die Bestimmung der Lipaseeinheit. 


Menge 

Gehalt an 

mg 

J..E. 

6,600 

0,66 i 

13.200 

1 1.3:2 1 

20,000 

2,00 

40.000 

4.00 1 


Spalluiig 

SpaJ tungsäqifi valent 
für I L.E. 

1,45 

I 2,20 

2,75 1 

i 2,08 

4,50 : 

2,25 

9,00 i 

2,25 


[129] Die Menge Lipase, die bei wechselndem unter hoher Aktivierung 24% 
des Öls spaltet, bewirkt in saurem Medium unter starker Hemmung 2,25 % Spaltung. 
Dieser Grad der Spaltung unter den bestimmten Bedingungen im sauren Medium 
entspricht also der L.H. Daher läßt sich die L-H. auf Grund der Hydrolyse bei saurer 
Reaktion, die in konstantem Verhältnis zur Hydrolyse bei wechselnder Wasserstoff- 
zahl steht, auch definieren als diejenige Lipasemenge, die bei = 4,7 unter den 
bestimmten Bedingungen bei 30° in i Stunde 2,25% von 2,5 g Olivenöl spaltet. 

Die nachstehenden Versuche mit anderem Pankreasmaterial bestätigen das Ver- 
hältnis zwischen der Lipaseeinheit und der Spaltung im sauren Medium. 



MerigL* 

Gehalt 

Spaltung 

Spaltungs- 
äquivalent 
für r I,.E. 

Pankreasprobe Kr, I, 

Glycerinauszug 

0,40 ccni 

• 

• 2,32 

5.15% 

2,22 

desgl. 

0,20 ,, 

! I,f 6 

' 2,64 ,, 

2,27 

desgl. 

0,10 „ 

0,58 1 

1,29,, i 

2,22 

desgl. 

0,05 

i 0,29 

0.59 „ ; 

2,03 

Pankreasprobe Nr. IV 1 

25,00 mg 

1 2,06 1 

! 4,60 „ 

2,23 

Glycerinauszug aus derselben .... 

0,40 ccm 

i 0,97 

2,03 „ 

i 2,09 


Die beiden Methoden führten auch bei einer Elution aus [130] Tonerdeadsorbat 
zu übereinstimmenden Werten. Die Bestimmung (mit 0,50 ccm) bei wechselndem 
p^ ergab 0,60, in saurem Medium 0,63 L-B. 

Der zeitliche Verlauf der Verseifung bei saurer Reaktion läßt keine einfache 
Beziehung erkennen. Die Reaktionsgeschwindigkeit sinkt mit der Zeit bedeutend, 
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Abb. 4. Zeitlicher Verlauf mit verschiedenen Fnzynnu engen (pH ~ 4>7)- 


wie die Tab. 4 und Abb. 4 zeigen, es müssen aber dabei verschiedene Einflüsse im 
Spiele sein. 


Tabelle 4. 

Zeitlicher Verlauf der lipatischen Wirkung in sauerem Medium. 


Nr. 

j Menge des Gljc.-Ausz. 

; (rankr. I) 

1 ccm 

1 

Gehalt 

i<.u. 

Zeit 

Miti. 

1 

i S]>altuiig 

I. I 

0,050 

0,29 1 

60 

0.59 

II, 2 

0,100 

0,58 

60 

1,29 

3 

0,100 

0,58 

120 

2,38 

in. 4 

0.200 

1 ,t6 

15 

1.43 

5 

0,200 

1,16 

3 « 

2,29 

6 

0,200 

t,i6 

60 

2,64 

7 

0,200 

1,16 

120 

3.17 

8 

0,200 

1,16 

240 

5.61 

IV, 9 

' 0,400 

2,32 

15 

2,71 

10 

j 0,400 

2,32 

30 

4.51 

1 1 

0,400 

2,32 

60 

5.15 

12 

^ 0,400 

2,32 

120 

7.35 

13 

i 0,400 

^ 2,32 

240 

11,15 


Der Natriummacetat-Essigsäure-Puffer trägt nicht Schuld an dieser Abnahme 
der Geschwindigkeit, unter seinem Einfluß trat keine Zerstörung des Enzyms ein. 


! 

GI}'ceriiiauszug 
ohne Vorbehanillung 

i Glycerinauszug 

j 2 Std, bet 30® mit 2 ccm 
Puffer {verd. auf 12 ccm) 

I Glyceriuauszug 

2 Std. bei 30" mit 2 ccm 
Puffer und 15 mg .Ubumin 

Spaltung 

• 2,82; 2,71 ; 2,66% 

; 3,40; 3,36% 

3,45; 3,22% 


Ein Glycerinauszug (Pankreasprobe Nr. II), den wir vor der Bestimmung [131] 
(mit 0,4 ccm, 30 Minuten) mit dem Puffer stehen ließen, zeigte sogar etwas ge- 
steigerte lipatische Wirkung, vermutlich, weil unter diesen Bedingungen gewisse 
hemmend wirkende Begleitstoffe des Enzyms einer Veränderung unterliegen. 

Für die Verlangsamung der Hydrolyse ist hauptsächlich die Ölsäure verantwort- 
lich. In vergleichenden Versuchen bestimmten wir 0,4 ccm Glycerinauszug aus Pan- 
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kreasprobe Nr. I unter den angegebenen Bedingungen, aber mit 30 Minuten Dauer 
mit und ohne Zusatz von Ölsäure. 

Ohne Zusatz von Ölsäure 4,51% Spaltung 

Mit Zusatz von 0,1345 g Ölsäure 2,43,, 

Mit Zusatz von 0,2675 g Ölsäure 2,07 ,, 

Die freie Ölsäure wirkt also stark hemmend. Diesen Einfluß hat E. E. Terroine ^ 
mit sehr großer ölsäuremenge schon beobachtet, indessen nicht in konstant saurem 
Medium. Unter imseren Versuchsbedingungen wird die Wasserstoffionenkonzentration 
durch die zugesetzte und die entstehende Ölsäure nicht erhöht. 

^ Eiochem. Zs. Bd. 23, S. 404, und zwar S. 410 [1909/10]. 



Zeitschrift für physiologische Chemie 125, S. 132 [1923]. 


89. ÜBER PANKREASLIPASE. 

Von Richard Willstätter und Ernst Waldschmidt-Leitz. 

Zweite Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 25. September 1922.) 


Inhaltsübersicht. 

A. Theoretischer Teil. 

I. Zur Methodik der Enzymadsorption 

1. Aufgaben der Adsorptionsmethoden 

2. Zur Geschichte der Adsorption von Enzymen 

3. Adsorptions verhalten der Enzyme 

II. Leitlinien der Methode 

1. Quantitative Analyse 

2. Trennung der pankreatischen Enzyme durch Adsorption ....... 

3. Steigerung des Reinheitsgrads der Lipase 

III. Vergleich von Pankreaslipase und Phytolipase 

B. Experimenteller Teil. 

L Lipaselösuiigeii aus Pankreas 

1. Bestimmung und Masse 

2. Auszüge aus frischen Drüsen ' 

3. Trocknrmg der Drüse 

4. Die Darstellung der Lösunge«! aus der getrockneten Drüse 

5. Amylase und Trypsin in den Lipaselösungen 

II. Trennung der Lipase von Amylase und Trypsin 

1 , Adsorption der Lipase durch Tonerde 

2. Elution der Lipase ans dem Tonerdeadsorbat 

[133] 3. Trennung der Enzyme durch wiederholte Adsorption aus saurer Lösung 

a) Trennung der Lipase von den begleitenden Enzymen 

• b) Trennung von Amylase und 

III. Reinigung der Lipase durch Kaolinadsorption 

rV. Isolierung der Lipase mit Tristearin und Cholesterin 

V. Lipasepräparate 


* Seite 

[133] 

[133] 

[135] 

[13Ö] 

[140] 

[140] 

[142] 

[144] 

[145] 

[146] 
[1463 

[147] 

[148] 
[151] 
[158] 

[160] 

[160] 

[168] 

[172] 

[179] 

[179J 

[184] 

[191] 



ii8o 


R. WlI<I,STÄTTER und E. Wai^DSCHäHDT-EEIXZ: 


A. Theoretischer Teil. 

I. Zur Methodik der Enzymadsorption. 

I. Aufgaben der Adsorptionsmethoden. 

Die Enzyme sind, abgesehen von ihrem spezifischen Reaktionsvermögen, soviel 
man weiß, chemisch indifferente Stoffe. Auch soweit sie durch Fällungsreaktionen 
abgeschieden werden, beispielsweise mit Bleiacetat, ist die Kiederschlagsbildung 
meistens nicht dem Enzym selbst,* sondern seinen Beimischungen zuzuschreiben und 
demgemäß von der wechselnden Beschaffenheit der enzymhaltigen Lösung abhängig. 
Dazu kommt, die Isolierung erschwerend, das für die Abtrennung von Eiweiß, Kohle- 
hydraten und Salzen ungünstige Löslichkeitsverhalten der Enzyme, die in vielen 
organischen Lösungsmitteln, namentlich in den mit Wasser nicht mischbaren, unlöslich 
sind. Daher gibt es nur eine einzige, vielfältige, anpassungs- tmd entwicklungsfähige 
Methodik für die Isolierung der Enzyme, die Anwendung von Adsorptionsvorgängen. 

Es liegen jetzt einige Beispiele vor für die Ausgestaltung der Adsorptionsmethoden, 
um den Reinheitsgrad der in Autolysaten oder Organauszügen vorkommenden Enzyme 
zu steigern. Durch aufeinanderfolgende Adsorption mit Aluminiumhydroxyd, Kaolin 
und Bleiacetatfällung und Elution aus den Adsorbaten wurde Invertin* auf eine 
Konzentration gebracht, die etwa das 1600 fache derjenigen in seinem natürlichen 
Vorkommen [134] ist. Die ersten genauen Anwendungen der Verfahren auf die Bei- 
spiele des zuckerspaltenden Enzyms und weiterhin des fettspaltenden, von dem 
unsere Arbeit handelt, stellen der Adsorptionsmethodik einige Aufgaben, deren Lösung 
für unsere Kenntnis von den Enzymen entscheidend sein wird. 

Eine dieser Aufgaben finden wir darin, die Adsorption mehr auswählend zu 
gestalten. Das Adsorbens nimmt im allgemeinen das Enzym zusammen mit einer 
bedeutenden Menge von Fremdkörpern auf, die ihm zum Teil einfach beigemischt, 
die zum anderen Teil mit ihm enger vergesellschaftet sind. Je geringer die erforderliche 
Menge Adsorbens, desto höher der Reinheitsgrad im Adsorbat. Am Beispiel des 
Invertins hat es sich gezeigt*), daß unter gewissen Umständen, von denen das Alter 
der Hefeautolysate wesentlich ist, das Adsorbens bei großer Verdünnung weit mehr 
auswählend wirkt, obgleich so viele Fremdkörper vorhanden sind, die mit dem Enzym 
um das Adsorbens konkurrieren. ,,Der Einfluß der Begleitstoffe, die der Adsorption 
entgegenwirken, erscheint bei starkem Verdünnen mit Wasser abgeschwächt, wahr- 
scheinlich infolge hydrolytischen Zerfalls vorhandener AdditionsjJrodukte.“ So genügt 
beispielsweise ^20 bis der Menge Adsorptionsmittel wie bei konzentrierter Losung, 
um durch eine einzige Überführung in Adsorbat ein Enzympräparat von ähnlichem 
Reinheitsgrad zu erhalten wie bisher in einer längeren Folge von Trennungs- und 
Fällungsoperationen. 

* R.WmxsTÄTXER und F. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, S. i [1920/21]; R.WlW,- 
STÄXTER, J. Graser und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, S. i [1922]. 

*) R. WiEbSXÄTTER und W. WASSERMANN, Diese Zs. Bd. 123, S. 18 1 [1922]. 
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Vor eine zweite Aufgabe stellt uns die Untersuchung des pankreatischen Enzyms. 
Die Drüse bringt fett-, stärke- und eiweißspaltende Enzyme hervor. Um das Verhalten 
dieser Enzyme kennen zu lernen, genügt es nicht, das Gemisch aus dem Pankreas mit 
nur einer Wirkung zu beschreiben und danach zu benennen. In dieser Weise ist pan- 
kreatisches Enzym ohne Beachtung der lipatischen Wirkung als Amylase beschrieben 
und analysiert worden. Richtiger wird man als eine Vorbedingung für die Unter- 
suchung eines der pankreatischen Enzyme die Abtrennung der begleitenden, nach 
ihrer Wirkung [135] wesentlich verschiedenen Enzyme ansehen und die Adsorptions- 
methoden dafür ausbilden. 

Die Steigerung des enzymatischen Reinheitsgrades wird anfangs leicht mit dem 
Verschwinden der empfindlichen Reaktionen auf Proteine, Purine, Kohlehydrate 
u, dgl. verfolgt. Dann bietet sich eine noch ungelöste dritte Aufgabe in der Abtrennung 
von enzymatisch Unwirksamem, das sich nicht durch chemische Reaktionen, Farb- 
oder Fällungsreaktionen, verrät. ,,Es ist noch nicht sicher erkannt, wie weit die 
Adsorptionsmittel unserer Methoden zwischen den aktiven Enzymen einerseits, ihren 
Vorstufen und ihren Zersetzungsprodukten andererseits zu wählen vermögen. Wahr- 
scheinlich sind die in den Kolloideigenschaften dem Enzym nächst verwandten, durch 
das Fehlen der aktiven spezifischen Gruppe von ihm sich unterscheidenden Um- 
wandlungsprodukte die hartnäckigsten Begleiter 


2. Zur Geschichte der Adsorption von Enzymen. 

Die ältesten Angaben über Trennung von Enzymen mit Adsorptionsmitteln 
stammen aus den Jahren 1862 und 1863, sie knüpfen unmittelbar an die erste Mit- 
teilung über Adsorption eines Enzyms an. 

Ernsx Brücke" hat im Jahre 1861 diese Erscheinung beobachtet und auch 
sogleich die beiden möglichen Verfahren eingeleitet, um ein Enzym aus seinem Ad- 
sorbat wieder freizulegen. Als es gelang, „das Pepsin mechanisch an kleine feste 
Körper zu binden"', z. B. an Calciumphosphat, an Cholesterin und andere, behandelte 
er die Fällung von phosphorsaurem Kalk mit phosphorsäurehaltigem Wasser, um 
das Pepsin zu eluieren, oder im anderen Falle den Cholesterinniederschlag mit Äther, 
um das Adsorbens vom Enzym we^zulösen. Das Lehrbuch ,, Physiologische Chemie 
von [136] F. HoppE-SeyüKrO verkannte die Bedeutung des eingeschlagpen Weps . 
„Die Methode ist sehr umständlich und liefert nur sehr wenig Pepsin.“ Sie ist nicht 
ausgebildet worden. 

Im darauffolgenden Jahre erschien eine in W. Kühnes Laboratorium m Berlin 
ausgefülirte Arbeit von A. Danieewsky von großer Bedeutung, die unbeachtet 
geblieben ist. Die drei physiologischen Reaktionen des Pankreassaftes wurden auf 


Diese Zs. Bd. 123, S. 5 [1922] {AbL 48). t u ti^ivimcr^herichte 

_ „Beiträge z,rr Lehre von der Verda„^g‘^ ^rtn.Td rf S [:86n. 


d. mathem.-naturwiss. Klasse d. K 


*) S. 2i6 [1878]. 

*) R. Vircliows Arch. f. pathol. Anat. 


Physiol. Bd. 25, S, 279 [1862]. 
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drei spezifische Träger zurückgeführt und ihre Trennung mit Adsorptionsver* 
fahren angestrebt. Aus einem lipatisch unwirksamen, künstlichen Pankreassaft 
wurde durch Adsorption mit Kollodium das eiweißspaltende Enzym frei von 
Diastase erhalten b aus dem Filtrat durch Ausfällen mit einem Teil, vom Eiweiß 
und Eluieren der Fällung durch verdünnten Alkohol die Diastase, allerdings noch 
trypsinhaltig. 

Die Untersuchung wurde bei Kühne von J. Cohnheim** fortgesetzt; durch Fällen 
mit Calciiunphosphat und Elution mit Wasser erhielt Cohnheim die Speicheldiastase 
frei von Eiweißsubstanzen, und aus dem Infus des Pankreas gewann er auf dieselbe 
Weise eine Diastaselösung, die er für trypsinfrei hielt. Das Adsorbat von Diastase 
erschien leichter zerlegbar als das zugleich gebildete von Trypsin. 

An einem weiteren Beispiel wurde die Trennung von Enzymen durch Adsorption 
von 0 . Hammarsten^ ini Jahre 1872 versucht. Als eine Methode, mit der es möglich 
war, pepsinfreie Chymosinlösungen darzustellen, beschrieb Hammarsten die frak- 
tionierte Fällung mit kohlensaurer Magnesia oder Bleizuckerlösung. ,, Beide Fermente 
werden hierdurch mechanisch mitgerissen, aber — sei es, daß das Pepsin ursprünglich 
in geringerer Menge in der Eösung enthalten war, oder daß es [137] etwas leichter 
niedergeschlagen wird — man kann in dieser Weise aus einer Flüssigkeit alles Pepsin 
entfernen, während eine nicht unbeträchtliche Menge Eab darin zurückbleibt.'* In 
seinen viel späteren, eingehenden „Studien über Chymosin- und Pepsinwirkung" nahm 
0 . Hammarstek das Prinzip seines Verfahrens der fraktionierten Adsorption nicht 
mehr auf ^). Die Bedeutung der erzielten Trennung erscheint heute in anderem Eichte. 
Die ChymosinlÖsung wird nach J. P, Pawlow und S. W. Parastschtjk*), W. Saw- 
JAE0W3), J.W.A. Gewinn), W.W. Sawitsch^) und 0. Hammarsten 6) nicht frei von 
Pepsin, sondern von Pepsinwirkung; sie enthält inaktives Pepsin. 

Die Enzymforschung hat 50 Jahre lang nicht an die Angaben über Trennung 
durch Adsorption angeknüpft, und diese sind in der referierenden Literatur in den 
Hintergrund getreten. Zu der geringen Schätzung und Vernachlässigung mag die un- 
genügende Entwicklung der quantitativen Bestimmungen beigetragen haben. Die 
älteren Beobachtungen büßten an Glaubwürdigkeit ein, als man auf die Bedeutung 
der Acidität und auf die Wichtigkeit der Aktivatoren für die enzymatischen Systeme 
aufmerksam wurde. 

Dasselbe Bedenken, ob dem Einfluß von Aktivatoren genügend Rechnung getragen 
wurde, konnte auch für einen Fall selektiver Adsorption aus der neueren Literatur 

3 Diese alte Erfalirung ist bei Verwendung von Kollodiimidialysatoren zu beachten. 

< R. Virchows Arch. f. pathol Anat. u. Physiol. Bd. 28, S. 241 [1863]. 

5 Upsala Läkareförenings Förhandüngar Bd. 8, S. 63 [1872], zitiert nach dem Origmal- 
referat von 0. Hammarsten in R. Malys Jahresbericht üb^ die Fortschritte der Tieithemie, 
2, Bd. für 1872, S. 118 [1874], 

q Diese Zs. Bd. 108, S. 243 [1919] und Bd. 121, S. 240 [1922]. 

*) Diese Zs. Bd. 42, S. 415 [1904]. 3 ) Diese Zs. Bd. 46, S. 307 [1905]. 

'*) Diese Zs. Bd. 54, S. 32 [1907], Diese Zs. Bd. 55, S. 84 [1908]. 

6) Diese Zs. Bd. 56, S. 18 [1908], 
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erhoben werden. S. G. Hedin ? hat gefunden, daß sich zwei in der Milz vorkommende, 
proteolytisch wirkende Enzyme bei der Adsorption aus neutraler Lösung durch Kiesel- 
gur verschieden verhalten. [138] Das eine (a-Lienase), in alkalischer Lösung wirksam, 
wird sehr stark adsorbiert, während das andere, in saurer Lösung wirkende (/?-Lienase), 
entweder nicht oder in sehr beschränktem Maße aufgenommen wird 

3. Adsorptionsverhalten der Enzyme. 

Die Untersuchungen von L. Michaelis und M. Ehrenreich') ,,Über die Adsorp- 
tionsanalyse der Fermente“, mit denen die ,, Studien über Kataphorese von Fermenten 
und Kolloiden“ von H. ISCOVESCO zu nennen sind, gaben der Entwicklung der 
Adsorptionsmethode einen bedeutenden Antrieb. Michaelis und Ehrenreich unter- 
suchten die unspezifische Adsorption der Enzyme, und zwar die elektrochemische, 
die sie von der mechanischen Adsorption im Sinne von H. Freundlich unterscheiden. 
Durch Auswahl derjenigen Adsorbentien, die ,, unter allen Bedingungen entschiedene 
und einsinnige Ladungen tragen“, wählten Michaelis und Ehrenreich solche Fälle 
der Adsorption aus, in denen die entgegengesetzte elektrische Ladung von Adsorbens 
und Adsorbendum maßgebend ist. Dabei wurde festgestellt, ,,daß alle Substanzen, 
die durch Kaolin adsorbiert werden können, Basen sein müssen, alle Substanzen, 
die durch Tonerde adsorbiert werden können, Säuren sein müssen“. Auf Grund dieses 
Leitsatzes ließ sich die elektrochemische Natur der untersuchten Fermente mit Leichtig- 
keit ohne quantitative Bestimmung, nur auf Grund von Schätzungen feststellen. 

,, Invertin wird bei allen Reaktionen von Tonerde adsorbiert, bei keiner Reaktion 
von Kaolin, hat also den Charakter einer Säure.“ 

„Speicheldiastase wird unter allen Umständen von Kaolin und Tonerde adsorbiert, 
ist also ein amphoterer Körper.“ 

„Trypsin wird von Kaolin und Tonerde adsorbiert“ (nämlich [139] ,,bei neutraler 
und saurer Reaktion vollkommen“), ,,ist also ein amphoterer Körper.“ 

Diese Befunde gelten indessen nicht für die Enzyme selbst, sondern für ihre Aggre- 
gate mit begleitenden Stoffen. Die Adsorptionsanalyse oder die elektrische Über- 
führung sagt, sofern sie mit sehr unreinen Enzymlösungen ausgeführt wird, „über 
die Natur eines Ferments nichts aus, sondern sie läßt nur erkennen, ob in dem aus 
einem Ferment und seinen jeweiligen Begleitstoffen gebildeten Additions- oder Adsorp- 
tionsprodukt die Saure- oder Basennatur überwiegt'].“ 

^ Nach S. G. Hedin, Grundzuge der physikalischen Chemie in ihrer Beziehung zur Biologie, 
Wiesbaden 1915, S. 131, und O. Hammarsten, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 9. Auflage, 
München und Wiesbaden 1922, S. 290; die Originalangaben (Ji. of Physiol. Bd. 30, S. 155 [1904] 
und Biochem. Jl. Bd. 2, S. 112 [1907]) sind uns leider nidit zugängUcli. 

* *Vgl. hierzu Äbh. 116 von E. Waldschmidt-Leitz und W. Deutsch, ,,Über die proteolytischen 
Enzyme der Milz'\ Zeitschrift für physiologische Chemie i6y, S. 28$ [ig2y]. 

b L. Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 7, S. 488 [1907/08]; L. Michaelis und M. Ehrenreich, 
ebenda, Bd. 10, S. 283 [1908]; L. Michaelis, ebenda, Bd. 12, S. 26 [1908]. 

C. r. Soc. Biol. Bd. i, S. 770 u, 861 [1907]; Biochem. Zs. Bd. 24, S. 53 [1909/10]. 

R. WiLLSTÄTTER und F. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd.425, S. 57 [1920/21] 45). 
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Am Beispiel des Invertins ist nämlich von R. Willstätter und F. Racke* ge- 
funden worden, daß es aus reinen Lösungen von Kaolin adsorbiert wird, von R. WiEE- 
STÄTTER und W. Wassermann^, daß es auch aus rohen Hefeautolysaten schon quan- 
titativ adsorbiert werden kann. Invertin hat basische und saure Eigenschaften. 

Die Amylase aus Pankreas, die mit Speichelamylase identisch oder nahe ver- 
wandt ist, bietet das entgegengesetzte Beispiel, indem das Enzym die ihm zugeschrie- 
bene Adsorbierbarkeit durch Reinigung vollständig verliert. In reinerem Zustand 
wird die Amylase weder aus saurer, noch aus neutraler oder alkalischer (wäßriger) 
Lösung von Aluminiumhydroxyd oder von Kaolin adsorbiert. 

Trypsin finden wir schon nach teilweiser, wenn auch unvollkommener Reinigung 
aus saurer Lösung durch Tonerde gar nicht mehr adsorbierbar, dagegen quantitativ 
durch Kaolin. Seine basische Natur überwiegt. 

Dem Adsorptionsverhalten entspricht die elektrische Überführbarkeit. Die An- 
gabe von L- MICHAELIS“*, daß Invertin rein anodisch wandere, gilt für ein Hefeauto- 
lysat. Das reinere Invertin wandert schon bei 6 überwiegend kathodisch^. 

[140] Nach H. IscovESCO^) kann bei der Kataphorese die zerstörende Wirkung des 
elektrischen vStroms auf ein Enzym das Resultat entstellen. Es wäre zu berücksichtigen, 
wie weit es sich dabei nur um Trennung von Begleitstoffen handelt, welche den elek- 
trischen Ladungssinn ändern, und von solchen (Aktivatoren), die für die enzymatische 
Wirkung bestimmend sind. 


II. Leitlinien der Methode. 

I. Quantitative Analyse. 

Die Methode wird durch die quantitative Bestimmung sowohl der Ausbeuten 
wie der enzymatischen Konzentrationen von der Pankreasdrüse an in jeder Phase 
der Reinigung geleitet. Bei der Verarbeitung eines Enzymgemisches muß sich diese 
analytische Kontrolle auf die verschiedenen enzymatischen Komponenten erstrecken. 
Die präparative Arbeit richtet sich also nach dem ermittelten Verhältnis der Enzym- 
komponenten zu einander im Ausgaiigsmaterial und auf jeder einzelnen Stufe der 
Reinigung. 

Während die quantitative Bestimmung gewisser anderer Enzyme, deren Wirkung 
von den Begleitstoffen und der Verteilung nicht beeinflußt wird, unabhängig ist von 
der Reinheit, in der sie jeweils vorliegen, hängt bei den pankfeatisclien Enzymen 
die Wirkung nicht allein von der Acidität der Lösung, sondern in hohem Maße von der 
Zusammensetzung des enzymatischen Systems ab. Am meisten wird die Lipase- 
wirkung von den Begleitstoffen und der Verteilung des Enzyms beeinflußt. Da sich 
die Begleiter und die Verteilung im Laufe der Trennungsoperationen wesentlich 

* Liebigs Ann. derChem. Bd. 425, S. i, und zwar S. 55 [1920/21]. 

3 Diese Zs. (im Druck, Abh. 4g). Biochem. Zs. Bd. 16, S. 81 [1909]. 

5 R.Wn.LSTÄ'TTER, J. Graser und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, S. i, und zwar S. 55 u. 73 
[1922]. 

*) Biochem. Zs. Bd. 24, S. 53 [1909/10). 
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ändern, ist es notwendig, um das Enzym vergleichend bestimmen zu können, das 
Zufällige im enzymatischen System zu überwinden, soweit es auf den Grad der Wirkung 
Einfluß ausübt. Die Eipase wird nach den in der voranstehenden Abhandlung „Be- 
stimmung dej pankreatischen Eettspaltung“ vorzugsweise ausgearbeiteten Methoden 
in geeignete Systeme gebracht, entweder unter Aktivierung oder unter Hemmung, 
um die Unterschiede im Wirkungsvermögen [141] auszugleichen, das je nach Menge 
und Natur der Begleitstoffe, der aktivierenden und hemmenden, wechselt. Die zumeist 
angewandte Bestimmung beruht auf der kombinierten Aktivierung mit Albumin 
(in der Bestimmungsprobe 15 mg) und Calciumchlorid (10 mg). 

Ein derartiger Ausgleich ist einfacher bei Amylase und Trypsin. Erstere büßt 
ihre Wirkung ein, wenn «ie an Chlorionen verarmt, letzteres, wenn es von Calcium 
abgetrennt wird. Daher beruht die quantitative Bestimmung bei verschiedenem 
Reinheitsgrad auf ausgleichender Aktivierung für Amylase mit Chlornatrium (i ccm 
“/5 in der Bestimmungsprobe), für Trypsin mit Calciumchlorid (40 mg in der Probe). 

Als Maß der lipatischen Wirkung wird die ,,Eipaseeinheit‘', nämlich 
die Enzymmenge eingeführt, die unter bestimmten Bedingungen in i Stunde bei 30° 
von 2,5 g Olivenöl 24 % spaltet. Die gewählte Einheit mag dadurch anschaulich 
werden, daß sie i cg einer gewissen von uns untersuchten getrockneten Pankreas- 
probe entspricht. Der Reinheitsgrad des Enzyms läßt sich durch den „Eipasewert", 
die Anzahl der Eipaseeinheiten in i cg Substanz, ausdrücken. 

Die Bestimmung der Pankreasamylase wird erst in einer folgenden Abhandlung 
ausführlich behandelt. Für dieses Enzym soll in Anlehnung an die Messung der Eipase 
ein auf die Verzuckerung einer gewissen Stärkemenge (0,25 g) bezogenes Maß, die 
,,Amylaseeinheit‘', dienen, nämhch das Hundertfache der Enzymmenge, für die 
sich die Konstante der monomolekvdaren Reaktion — 0,01 ergibt (bei />jj 6,8, 37 ° 
und anderen bestimmten Bedingungen). 

Auf der gewählten Einheit beruht ein dem Eipasewert analoger Ausdruck der 
enzymatischen Konzentration für die Pankreasamylase, der „Amylase wert“ = An- 
zahl von Amylaseeinheiten in i cg Substanz. Dieser Ausdruck für den enzymatischen 
Reinheitsgrad steht zu dem von H. v. Euüer und O. Svanberg^ für die Verzuckerungs- 
fähigkeit der [142] Malzamylase vorgeschlagenen, rationellen und allgemeineren Masse 

~ ^ Präparat einfachen Beziehung: 

Amylasewert = Sf ■ 0,05333^). 

Ein äh n liches Maß für die Trypsinwirkung gibt es noch nicht, da das Gesetz der- 
selben noch nicht genügend bekannt ist. Um die Trypsinmenge zu schätzen, wird 
die En^ymwirkung unter bestimmten Bedingungen durch alkalimetrische Messung 
der Hydrolyse von Gelatine ermittelt. 

* Diese Zs. Bd. 118, S. 193, ^und zwar S. 220 [1921], 

q Die Zahl 5,333 ist das Reziproke der Maltosemenge (in Gramm), die unter unseren Ver- 
suchsbedingimgen im Grenzabbau {75 %) entstehen kann. S/ ist auf i g Trockengewicht bezogen. 
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2. Trennung der pankreatischen Enzyme durch Adsorption. 

Die Pankreaslipase ist in ihrem Reaktionssystem von unspezifischen Adsorptions- 
verhältnissen stark abhängig und ihre Eigenschaften entsprechen diesem Umstand. 
Sie ist sehr leicht adsorbierbar und in dieser Hinsicht von den löslichen , Begleitstoffen 
wenig abhängig. Die Eipase wird sowohl durch Tonerde wie durch Kaolin adsorbiert. 
Sie zeigt also saures und basisches Verhalten und ihre sauren Eigenschaften sind viel 
stärker ausgeprägt wie die von Amylase und Trypsin. Daher kann die Eipase von 
den begleitenden Enzymen durch Adsorption mit Tonerde quantitativ getrennt 
werden. Die Trennung ist freilich dadurch erschwert, daß den beiden anderen Enzymen 
durch ihre Begleitstoffe (Koadsorbentien) Adsorptionseigenschaften verliehen werden, 
die sie an sich nicht besitzen. Die Koadsorbentien halten aber auch die begleitenden 
Enzyme im Adsorbat mehr zurück, wenn man es eluiert; dadurch wird die Trennung 
unterstützt. Während das Toner dcadsorbat den größten Teil und die Elution daraus 
beispielsweise 2/3 der angewandten Eipase enthält, gehen von der Amylase ^4 in das 
Adsorbat, aber nur 3 % in die Elution mit. Die Abtrennung wird daher durch zwei- 
malige Adsorption mit Aluminiumhydroxyd aus saurer Eösung und Elution mit 
ammoniakalischem Phosphat vollständig. 

[143] Die Pankreasamylase hat keine sauren Eigenschaften, In reinerem Zustand 
wird sie von Aluminiumhydroxyd gar nicht aus wäßriger Eösung aufgenommen, 
auch nicht, wenn sie mit Eipase vermischt ist. Andererseits fehlen der Amylase auch 
die basischen Eigenschaften. Darauf beruht ihre Trennung vom Trypsin, dessen basische 
Eigenschaften hervortreten, durch wiederholte Behandlung in saurer Eösung mit Kaolin. 
Die Amylase wird vollkommen von Trypsin befreit, allerdings nicht ohne Verlust. 

Auch hier spielen nämlich die Koadsorbentien eine große Rolle. Bei der ersten 
Einwirkung von Kaolin führen sie einen Teil, z. B. ein Viertel der Amylase in das 
Adsorbat mit über und wirken zugleich adsorptionshindemd (eluierend) auf Trypsin. 
Dabei erschöpft sich der Gehalt der Enzymlösung an diesen Begleitstoffen, so daß 
bei einer zweiten Behandlung mit KaoHn nur noch wenig von Amylase, aber alles 
Trypsin durch das Adsorbens aufgenommen wird. 

Das wahre Adsorptionsverhalten der Amylase wird ^rst in höherem Reinheits- 
grade erkennbar. Dieses Enzym läßt sich zimächst noch aus der neutralen Eösung, 
wenn sie 50 % Alkohol enthält, durch Tonerde adsorbieren. Aber die daraus eluierte 
Amylase ist nur noch zum kleineren Teil unter denselben Verhältnissen durch Ton- 
erde adsorbierbar, natürlich gar nicht aus wäßrigem Medium. Durch den Zusatz von 
Alkohol wird wahrscheinlich der saure Charakter der mit dem Enzym assoziierten 
amphoteren Stoffe entwickelt, wie es bei Aminosäuren und Peptiden von uns ge- 
funden wurden 

Die Amylase ist also gegen elektropositive und elektronegative Adsorbentien 
recht indifferent. Die alte Beobachtung von J. Cohnheim bestätigt sich, „wieviel 

* Chem, Her. Jahrg. 54, S. 2988 [1921] (AbL ii). 

» R. Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. Bd. 28, S. 241, und zwar 8.251 [1863], 



über Pankreaslipase. 

weniger innig sich das Stärke umsetzende Ferment an kleine Teilchen heftet als das 
Fibrin lösende.“ 

In dem von uns geprüften Zustand ist die Amylase 130 mal konzentrierter als 
in der Drüse. Die enzymatische Konzentration [144] ist, verglichen mit dem von 
H. V. Buler und O. Svajstberg^ beschriebenen Präparat der Malzamylase über 70 mal, 
mit dem besten Präparat der Pankreasamylase von H. C. Sherman und M. D. Schek- 
SINGER^ über 10 mal größer. 

3. Steigerung des Reinheitsgrades der Fipase. 

Die wiederholte Adsorption mit Tonerde macht die Lipase 30 mal konzentrierter 
(Fipasewert 23,1), als sie in der getrockneten Drüse vorliegt. Für die weitere Steigerung 
der enzymatischen Konzentration bieten sich nach den am Invertin gewonnenen 
Erfahrungen zwei Möglichkeiten : entweder die mehr auswählende Adsorption bei 
großer Verdünnung oder der Wechsel in der Polarität des Adsorbens. Der erste Weg 
führt nicht zum Ziel, da die Lipase im Gegensatz zum Invertin aus verdünnterer 
Lösung schwerer adsorbiert wird. Aber der Übergang vom elektropositiven zum 
elektronegativeii Adsorbens hat Erfolg. Mit Tonerde gereinigte Lipase wird, einmal 
mit Kaolin adsorbiert und daraus eluiert, 2 50 mal konzentrierter als in der getrock- 
neten Pankreasdrüse (Lipasewert 207, durch Dialyse der Elution bestimmt). 

Noch etwas weiter führt dann die Adsorption mit Tristearin oder Cholesterin. 
Diese Adsorbentien wirken, wie sich bei ihrer Anwendung auf rohe Lipaselösungen 
zeigt, noch schärfer auswälilend als Kaolin und Aluminiumhydroxyd. Es dürfte an- 
zunehmen sein, daß die Adsorption z. E. durch Cholesterin eine der spezifischen Ad- 
sorption durch Substrat verwandte, auf Partialaffinität beruhende Erscheinung ist, 
nicht eine sog. mechanische oder eine polare Adsorption. Diese Auffassung wird dadurch 
gestützt, daß in den Tristearin- und Cholesterinadsorbaten die Lipase nur sehr schwach 
wirksam ist. Ihre aktive Gruppe ist in Mitleidenschaft gezogen (I. Abh., Experi- 
menteller Teil, Abschn. I, 6). Unverändert ist die Lipase darin; denn es ist gelungen, 
sie aus diesen Adsorbaten wirksam zu eluieren. 

Die Anwendung von Cholesterin oder Tristearin hat noch [145] einen weiteren 
Sinn. Bei der Dialyse, did für die Bestimmung der erreichten enzymatischen Kon- 
zentration nötig ist, büßt die Lipaselösung ihre Wirkung gänzlich ein. Darum ist 
ein Verfahren erwünscht, das Enzym noch aktiv aus der glycerinhaltigen wäßrigen 
Lösung zu isolieren und so den Reinheitsgrad auf einem von der Dialyse unabhängigen 
Wege zu kontrollieren. Die Lipasewerte steigen nach den vorangegangenen Tonerde- 
und Kaolinadsorptionen nurmehr wenig weiter an. Die größte erreichte Konzen- 
tration ist etwa die 300 fache vom Trockenpankreas. Die Enzympräparate zeigen 
nun keine oder nur noch spurenweise Färb- und Fällungsreaktionen der Begleiter 
aus bekannten Klassen organischer Verbindungen. 

* Diese Zs. Bd. 118, S. 193, und zwar S. 202 [1921]. 

* Jl. of the Aineric. Chein. Soc. Bd. 37, S. 1305 [1915]. 
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III. Vergleich von Pankreaslipase und Phytolipase. 

Die Pankreaslipase, deren Löslichkeitsverhältnisse in der Literatur ungenau, 
unsicher und widersprechend heschriehen sind, ist ieicht und vollständig löslich in 
Wasser und Glycerin und besitzt in Glycerinlösung große Haltbarkeit; hingegen ist 
sie sehr unbeständig gegen Glykol, auch unbeständig gegen Alkohol. Aus der ge- 
trockneten Pankreasdrüse läßt sich daher die Lipase herauslösen, noch leichter die 
Amylase, weniger leicht das Tr3^sin. Diese Abstufung ist eine Folge des ungleichen 
Adsorptionsverhaltens der drei Enzyme. 

Die Samenlipase, z. B. von Ricinus, wahres intracelluläres Enzym, ist in Wasser, 
auch in Glycerin unlöslich, gegen Glycerin, Wasser und Elektrolytlösungen unbeständig. 
Ihre Wirkung wird durch Aktivatoren nicht gesteigert. Auch bei der Keimung der 
Pflanzensamen wird sie nicht mobilisiert, sondern in der Zelle werden die Glyceride 
dem Enzym dargeboten. 

Die Löslichkeitsunterschiede zwischen dem fettspaltenden Enzym im Cytoplasma 
des Samens und dem im tierischen Verdauungstrakt, die den örtlichen Bedingungen 
für die Fettspaltung entsprechen, haben große Unterschiede in den Bedingungen 
für die enzymatische Wirkung zur Folge. Die lösliche Pankreaslipase ist, um in Funk- 
tion zu treten, auf Einstellung eines gewissen Adsorptionszustandes angewiesen. 
Das Sekret findet am Reaktionsorte die zur Aktivierung dienenden [146] Stoffe, 
Proteine und Galle, und wird von ihnen durch Bildung ,, komplexer Adsorbate"', wie 
die voranstehende Abhandlung erklärt, zur Wirkung gebracht. Die Phytolipase ist 
im ruhenden Pflanzensamen unwirksam und unterliegt bei der Keimung einer Ver- 
änderung, durch welche sie fähig wird, unter den gegebenen Bedingungen, bei neu- 
traler Reaktion, ihre Wirkung auszuüben. 

Aus einer zu veröffentlichenden Untersuchung* über RicinusHpase, der wir 
einige Jahre gewidmet haben, sei angeführt, daB diese Veränderung der Samenlipase, 
die wir bei der Keimung beobachten, auch künstlich durch vorsichtige Behandlung 
mit Pepsin erzielt werden kann. Die veränderte Lipase, die mit der Keimungslipase 
übereinstimmt, unterscheidet sich von der ursprünglichen in vielen Beziehungen. 
Sie spaltet Fette bei neutraler Reaktion (^h = 7 ) erster^ neutral nicht, optimal hei 
pH 4,7 bis 5,0), sie ist in fettfreiem, getrocknetem Zustand viel haltbarer, sie wird 
von Glycerin nicht gehemmt oder geschädigt, ihre synthetisierende Wirkung ist größer. 

Bei bedeutender Steigerung ihrer enzymatischen Konzentration ließ sich die 
Samenlipase von Eiweiß nicht trennen, während die pankreatische Lipase gegen 
Protease beständig ist und von Proteinen befreit werden kann. Die pflanzliche Lipase, 
die überraschend leicht durch Denaturierung zerstört wird, zeigt in noch viel höherem 
Maße durch Kolloidnatur bedingte Empfindlichkeit als die Pankreaslipase. 

Die Samenlipase ist entweder durch Adsorption an einen tmlÖslichen Träger 
aus der Proteingruppe verankert und wkd durch eine Veränderung desselben (Keimung, 


* Ahhandl. 
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Pepsinwirkung) in ihrem gesamten Verhalten beeinflußt; oder die Proteinsubstanz 
ist als ein Bestandteil des I^ipasemoleküls selbst der kolloide Träger der lipatisch- 
aktiven Gruppe. 

B. Experimenteller Teil, 

L Lipaselösungen aus Pankreas. 

I. Bestimmung und Maße. 

Pur die Bestimmung der Lipase, sei es in Form der Drüse, Drüsenauszüge und 
Elutionen aus Adsorbaten, dient das in der [147] I. Abhandlung angegebene Ver- 
fahren ,, unter Aktivierung bei wechselnder Wasserstoffzahl“, das den Einfluß der 
Begleitstoffe aus der Drüse und der später hinzukommenden (Magnesiumsalz) durch 
kombinierte Aktivierung mit Chlorcalcium und Albumin überwindet. 

Der Enzymgehalt der Präparate wird in ,,l4paseeinheiten“ (L.E.) ausgedrückt, 
also auf diejenige Menge Lipase bezogen, die unter den angegebenen Bedingungen 
in I Stunde bei 30° 24% von 2,5 g Olivenöl spaltet. Den Reinheitsgrad der Enzym- 
präparate kennzeichnet der ,, Lipasewert“ durch die Anzahl Lipaseeinheiten in i cg 
eines Präparates. 


2. Auszüge aus frischen Drüsen. 

Aus der frischen Pankreasdrüse sind wirksame Auszüge mit Glycerin dargestellt 
worden, zuerst von P. Grüo^zners später von J. H. Kasti,e und A. S. LoevenhartL 
auch von H. PoXTEViNh von A. Kanitz^, von 0 . Rosenheim und J.A. Shaw- 
Mackenzie^, von P. Rona und Z. Bien^. Die Glycerinlösungen sind trübe Flüssig- 
keiten; man wußte nicht, ob die Lipase darin suspendiert oder gelöst ist. Sie sind 
für die Darstellung des Enzyms in höherem Reinheitsgrad ungeeignet, da sie auf 
Zusatz von Wasser reichliche Niederschläge liefern, wobei die ganze Menge des Enzyms 
mitgefällt wird. 

Auch für die Darstellung wäßriger Losungen ist die frische Drüse nicht geeignet, 
da sich ihr die Lipase nur sehr unvollkommen durch Wasser entziehen läßt. 

550 g Pankreasdrüsen vom Schwein, vom Fett und Bindegewebe möglichst ge- 
trennt, wurden mit 165 g *Kieselgur und 350 ccm Wasser tüchtig angeknetet und 
unter der hydraulischen Presse durch Filtertticher ausgepreßt. Mit dem Preßrückstand 
wiederholte man noch 3 mal diese Behandlung mit je 250 ccm [148] Wasser. Die ver- 
einigten drei ersten Preßsäfte enthielten ungefähr 250, der vierte etwa 15 L.E., während 
im Preßrückstand ein Vielfaches davon zurückblieb. Die Ausbeute in den Lösungen 
stellte nur etwa 3 bis 5% vom Lipasegehalt der Drüse dar. 

Nyr A. Hamsik^) hat auch die getrocknete Pankreasdrüse mit Glycerin extra- 
hiert und die Überlegenheit der daraus erhaltenen Lösungen richtig erkannt. Aber 

* Pflügers Arch. Bd. 12, S. 285 [1876]. * Americ. Chem. Joturo. Bd. 24, S. 491 [1900]. 

3 C. R. Bd. 136, S. 767 [1903]. Diese Zs. Bd. 46, S. 482 [1905]. 

5 Jl. of Physiol. Bd. 40, S. VIII [1910]. ^ Biochem. Zs. Bd. 64, S. 13 [1914]- 

9 Diese Zs. Bd. 71, S. 238 [1911]. 
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auch die Angaben von Hamsik sind nur zum Teil richtig. Er findet beim Verarbeiten 
von Trockenpankreas, „daß die Eipase vom Wasser nur wenig extrahiert wird“ und 
macht ähnliche Angaben für verdünntes Glycerin. Wahrscheinlich ist der Enzym- 
gehalt der wasserhaltigen Auszüge wegen der Unbeständigkeit der Eipase in wäßriger 
EÖsung übersehen worden. 


3. Trocknung der Drüse. 

Das Eipasepräparat von H. PoTXKViN^ war die mit Alkohol und mit Äther ge- 
trocknete Pankreasdrüse nach Zerreiben und Sieben. Dieses Verfahren wurde von 
späteren Forschem übernommen und besonders von E. Baur 3 mit der Absicht tech- 
nischer Anwendung ausgestaltet. Dabei hat man übersehen, daß die Eipase beim 
Behandeln mit Alkohol zum beträchtlichen Teile zerstört wird. Diesen Nachteil ver- 
meiden wir durch Anwendung von Aceton zum Entfetten und Trocknen. 

Als wir je 165 g gereinigte Drüse a) mit Alkohol und mit Äther, b) mit Aceton 
und Äther trockneten, bewirkten aliquote Teile der erhaltenen Pulver a) 39,9, b) 49,2 % 
Spaltung des Olivenöls. 

Auch in der getrockneten Drüse ist die Eipase gegen Alkohol empfindlich. 5 g 
von dem mit Aceton und Äther gewonnenen Trockenpankreas ließen wir mit 50 ccm 
absolutem Alkohol nur 30 Minuten stehen und saugten das Pulver rasch ab, worauf 
es mit Äther gewaschen und getrocknet wurde; die Menge war auf 4,5 g vermindert. 
Vor der Behandlung mit Alkohol bewirkten 6,25 mg 15,1 % Spaltung, entsprechend 
dem [149] Gehalte der 5 g-Probe von 405 E.E. und ihrem Eipasewert von 0,81, Nach 
der Einwirkung des Alkohols bewirkten 11,3 mg Substanz 21,7% Spaltung, ent- 
sprechend 347 E.E. in der Probe und 0,77 Eipasewert; der Verlust betrug also 14%. 

Wegen dieser Empfindlichkeit des Enzyms gegen Alkohol hat sich das von E. Baur 
angegebene Verfahren nicht bewährt; auch ist die beschriebene Trennung des Inhalts 
der Drüsenzellen nach der Feinheit der Partikel von den faserigen Bestandteilen, 
den Bindegewebshüllen der Drüsenfollikel, zu unvollkommen. 

Wir führten z. B. mit 510 g gereinigtem Schweinepankreas einen Versuch nach 
E. Batjr aus. Nach Anschütteln des Drüsenbreies mit i kg gbproz. Alkohol und 
eintägigem Stehen wurde die Masse durch Koliertuch gepreßt und der Preßrückstand 
noch zweimal mit der Hackmaschine zerkleinert und jedesmal wieder mit i kg Alkohol 
angeschüttelt und nach eintägigem Stehen koliert. Die alkoholischen Suspensionen 
lieferten 18 g und der grobe Rückstand 82 g trockenes Enzymmaterial. 

50 mg des feinen Anteils ergaben 6,7%, 220 mg der groben Bestandteile 6,8% 
Spaltung. Die Ausbeute betrug daher 40 und 41 E.E., der Eipasewert des feinen 
Pulvers war 0,02, der faserigen Substanz 0,005. 

Auch ohne diese Trennung gewinnt man durch Trocknen mit Aceton leicht ein 
Drüsenpräparat von 4ofacher Enzymkonzentration (Eipasewert 0,7 bis 0,8) und zwar 

* Bull. Soc. chiin. France Bd. 35, S. 693 [1906]. 

3 Zs. für ai^ew. Qiemie Bd. 22, S. 97 [1909]. 
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mit 50- bis 100 mal größerer Ausbeute, nämlich aus der angegebenen Menge 4500 
bis 9000 ly.K. 

Bas Ausgangsmaterial für unser Verfahren, das in einem Beispiel beschrieben 
werden soll, war die Pankreasdrüse des Schweines. E. Baur* bemerkt zwar, „daß 
der Pankreas vom Schwein und Rind in der fettspaltenden Wirkung einander gleich 
sind'", allein unsere Erfahrungen weichen davon ab. Wir fanden im Rinderpankreas 
nur einige Prozente vom Eipasegehalt des Schweinepankreas; hierüber sollen später 
ausführliche Angaben mitgeteilt werden. 

[150] 16,5 kg vom Schlachthof frisch bezogene Drüsen (ein Teil der Pankreasprobe 

Nr. 3) von Schweinen wurden durch Schaben tunlichst von Fett und Gewebsfasem 
befreit, wobei ihr Gewicht auf 14,9 kg zurückging. Die gereinigten Drüsen zerkleinerten 
wir 4- bis 5 mal in der Fleischhackmaschine, bis die Drüsenmasse dünnbreiig und 
weiteres Durchtreiben wirkungslos war. Darauf wurde der Drüsenbrei in Mengen 
von 3 kg in einer großen Reibschale mit mehr und mehr Aceton verrührt, mit dem 
Lösungsmittel in Flaschen übergesptilt und im ganzen mit 30 1 Aceton in 5 Flaschen 
gut durchgeschüttelt. Nach i- bis 2stündigem Stehen filtrierten wir, um den Filter- 
rückstand von neuem durch Schütteln in den Flaschen und Filtrieren wie zuvor mit 
30 1 Aceton, darauf 15 1 Aceton + 15 1 Äther und schließlich 2 mal mit je 30 1 Äther 
zu waschen. Nun wurde das körnige und pulvrige Material zwischen den Fingern 
zerrieben, in dünner Schicht auf Filtrierpapier ausgebreitet und an der Luft getrocknet. 
Wir erhielten so 2,75 kg lufttrockenes fettfreies, farbloses Pulver, das noch mit be- 
trächtlichen Mengen von P'asersubstanz durchsetzt war. Zur Trennung von dieser 
wurde das Pulver in einer Schlagmühle aufs feinste gemahlen und durch ein fein- 
maschiges Sieb geschüttelt; mit dem Siebrückstand mußte das Mahlen und Sieben 
öfters wiederholt werden, so lange, bis das Sieb keine feinen Anteile mehr durchließ. 
Die Ausbeute bestand in 1,65 kg staubfeinem Pulver und 0,68 kg grobfaserigem 
vSiebrückstand. Die Bestimmung ergab für 10 mg vom feinen Anteil 17,8 % Ölspaltung, 
entsprechend 0,66 Lipasewert, für 10 mg des groben Anteils 14,7% Spaltung, ent- 
sprechend dem Lipasewert 0,49, Das grobfaserige Material enthält also noch eine 
ansehnliche Menge der feinen Drüsenbestandteile, deren Ablösung mit mechanischen 
Mitteln indessen nicht m^hr gelang. Für die weitere Verarbeitung diente zumeist 
die feingemahlene Drüsensubstanz. 

Einige weitere Beispiele zeigen, daß die Ausbeute an entfetteten trockenen Drüsen 
fast der gereinigten frischen und die Ausbeute an feinem Drüsenpulver des ganzen 
Trockenpankreas beträgt. 


Pankreas- 
probe ; 

Rotdrüseji 

kg 

Gerein. 

Drüsen 

kg 

Trocken - 
pankrcas 
kg 

1 Fein. 

! DrüsenpulvcT 

i « 

Faserig. 

Drüsensubstanz 

g 

Nr. I 

5.75 

— 

0,660 

460 

1 160 

Nr. 3 

87,10 

74.14 

14,020 

7260 

i 3920 

Nr. 4 

12,50 

: 7.48 

1,170 

760 

290 


' Zs. für angew. Chemie Bd. 22, S. 97, und zwar S. 98 [1909]. 
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Die Konzentration der Lipase in einer Anzahl solcher Drüsenpulver schwankte 
zwischen den Lipasewerten o ,66 und 1,33 ^ 

4. Die Darstellung der Lösungen ans der getrockneten Drüse. 

Es ist nach den im 2. Abschnitt angeführten Literaturangaben strittig^, ob die 
Lipase in den Glycerinextrakten nur suspendiert oder ob sie darin ganz oder teilweise 
gelöst enthalten ist. Auch die Löslichkeit in Wasser ist unsicher, denn nach den 
Angaben von W. Dietz 3 , denen nicht widersprochen wurde, soll man, um Glycerin- 
lösungen der Lipase darzustellen, zuerst mit Wasser erschöpfend extrahieren. 

Wir finden im Verhalten gegen Lösungsmittel wesentliche [152] Unterschiede 
zwischen der Samenlipase und der Pankreaslipase. Die Lipase aus Ricinussamen 
ist in Glycerin ganz unlöslich und ist gegen Glycerin wie gegen Wasser völlig un- 
beständig. Die Pankreaslipase ist in Wasser und in Glycerin oder in Mischungen 
beider vollkommen und klar löshch. Sie ist gegen Glycerin beständig, während sie gegen 
Glykol, Alkohol und Wasser unbeständig ist. Daß sie aus Glycerinlösungen, nämlich 
den von früheren Autoren beschriebenen sehr unreinen, durch Wasser gefällt wird^), 
erlaubt keinen Schluß auf die Löslichkeitsverhältnisse; Begleitstoffe, namentlich 
suspendierte Fette, werden gefällt und die Lipase adsorbiert. Die fettfreien Glycerin- 
lösungen aus den mit Aceton getrockneten Drüsen lassen beim Verdünnen mit Wasser 
die Lipase nicht ausfallen. 

a) Wäßrige Auszüge. 

Aus der getrockneten Drüse läßt sich die Lipase zusammen mit Amylase und 
Trypsin in guter Ausbeute, aber in geringem Reinheitsgrade mit Wasser ausziehen. 

Von der Pankreasprobe Nr. 3 schüttelten wir ro g, enthaltend 824 L.E., mit 160 ccm 
WaSvSer an und trennten nach einer halben Stunde die Flüssigkeit mit der Zentrifuge ab. Die 
läisung war trübe und wurde erst mittels gehärteten Filters klar erhalten, um sich beim Stehen 
bald von neuem zu trüben. 0,30 ccm bewirkten 22,9% Spaltung, entsprechend 0,93 L.E. In dem 
ganzen Volumen waren also 496 L.E. enthalten, entsprechend einer Ausbeute von 60 % (die 
Filtration ohne Verlust gedacht). 

^ Die Bestimmimgen wurden erst nach monatelangcm Aufbewahreu ausgeführt, als die 
Methode dafür ausgearbeitet war. 

® Die von.W, Connstein in dem Referate ,,Über fermentative Fettspaltung" (Ergebnisse 
der Physiologie Bd, 3, S. 194 [1904]) geäußerte Ansicht (S. 206) ist in Geltung geblieben; ,,Wenn 
manche Autoren Glycerin- oder Wasserextrakte wirksam fanden, so dürfte es sich wohl stets 
nicht um klare Extrakte, sondern um mehr oder weniger trübe Suspensionen von Drüsenteilen 
in Wasser oder Glycerin gehandelt haben" ... es ,, findet ein Übergang derselben" (nämlich der 
lipolytischen Fermente) ,,in wäßrige oder Glycerinextrakte nicht statt, und die fettspaltenden 
Fermente unterscheiden sich hierdurch von allen bekannten Fermenten. Diese Tatsache ist 
übrigens sehr verständlich, wenn man berücksichtigt, daß diese Fermente ja dazu bestimmt 
sind, Fette anzugreifen, die auch ihrerseits weder in Wasser noch in Glycerin löslich sind". Daher 
heißt es im Handbuch von C. Oppenheimer (Die Fermente, 4. Auflage, Bd. I, S. 167 [1913]); 
„In Wirklichkeit ist die Lipase in Wasser, Glycerinlösungen und auch Fetten und ath^ischen 
Fettlösungen völlig unlöslich." 

3 Diese Zs. Bd. 52, S. 279 [1907]. 

*) 0 . Rosenheim, Jl, of Physiol. Bd. 40, S. XIV [1910]; C. A. Pekeeharing, Diese Zs. 
Bd. 81, S. 355, und zwar S, 356 [1912]; P. Rona und Z. Bien, Biochem. Zs. Bd. 64, S. 13, und 
zwar S. 14 [1914]. 
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20 ccm eines derartigen Auszugs (68 U.E.) gaben mit der zehnfachen Menge Alkohol eine 
Fällung, die, mit Alkohol und Äther gewaschen und getrocknet, 0,5667 g betrug. Auf diese fäll- 
bare Substanz bezogen, ist der Uipasewert des Extraktes 1,20, die Konzentrationssteigerui^ in 
ihm gegenüber dem Drüsenpulver also geringfügig und hinter den Glycerinauszügen weit zurück- 
stehend. 

Während die Glycerinauszüge sich oft monatelang ohne Änderung des Idpase- 
gehaltes hielten, erleidet die wäßrige Lösung schon in den ersten Stunden beträcht- 
liche Abnahme des Enzymgehalts. Die Zersetzung wird durch sehr verschiedene 
Zusätze nicht aufgehalten, durch Ammonphosphat, {153] Calciumchlorid, Seife, Rohr- 
zucker, Alanin. Nur Glycerin wirkt ausgesprochen stabilisierend. 

Vom wäßrigen Auszug gaben 0,20 ccm sofort nach der Darstelhmg 18,1 % Spaltung, entspr. 
0,68 E.E. Nacli 20 Stunden dauernder Aufbewahrung imter Toluol im Eisschrank bewirkte die- 
selbe Menge nur noch 12,5% Spaltung, entspr. 0,37 L.E. Daneben hatten wir eine Probe der- 
selben Lipaselösung mit dem gleichen Volumen 87proz. Glycerin vermischt, um sie vergleichs- 
weise nach 20 Stunden zu bestimmen. In diesem Falle bewirkten 0,40 ccm 16,5% Spaltung, 
entspr. 0,60 E-E. 

Es ist uns daher nie gelungen, durch Dialyse von Glycerinauszügen oder glycerin- 
haltigen Elutionen wäßrige Lipaselösungen zu erhalten, die wirksam waren oder durch 
Aktivierung Wirksamkeit gewannen. Auf wirkliche Lösungen der Lipase kann sich 
also die Angabe von P. Rona und Z. Bien^ nicht beziehen: „Wurde das Pankreas- 
extrakt 8 Tage lang in Pergamenthülsen von Schtbicher und ScHÜLL gegen häufig 
gewechseltes destilliertes Wasser dialysiert (in dem am Schluß der Dialyse weder 
Chlor noch Calcium nachweisbar war), so konnte eine sicher nachweisbare Vermin- 
derung der Fermentwirkung nicht festgestellt werden. 

Der zu geringe Reinheitsgrad und die geringe Beständigkeit machen die wäßrigen 
Auszüge für die präparativen Zwecke .unbrauchbar. 

h) Glycerinauszüge. 

Die getrocknete Drüse liefert mit reinem oder wasserhaltigem Glycerin klare, 
an den drei Enzymen (Lipase, Amylase, Trypsin) reiche Lösungen. Es gelingt auf 
diese Weise leicht, 70 bis 80% der Lipase in Lösung zu bringen, während der Rest 
viel schwerer in Lösung geht. Es ist wahrscheinlich, daß die getrocknete Drüse einen 
Teil der Lipase in Form schwer löslicher Adsorbate enthält. 

Zumeist behandeln wir das feine Drüsenmehl mit dem löfachen von 87proz. 
Glycerin 4 Stunden bei 30”. Den Auszug filtriert man am besten unter geringem 
Satjgen auf der NutSche durch ein doppeltes Filter, unten Koliertuch, oben Filtrier- 
papier. Für präparative Zwecke kann man auf [154] Nachwaschen verzichten; dann 
bleiben 3 von 16 Teilen Glycerin im Rückstand auf dem Filter und der Auszug ent- 
hält etwa 65 bis 70% der angewandten Lipase. Durch Nachwaschen kann die Aus- 
beute |iuf 80% erhöht werden. Diese Werte sind aber von der Beschaffenheit des 
Drüsenpulvers abhängig; ein Beispiel, das nicht zu den günstigsten zählt, sei angeführt, 
da in diesem Falle der Lipasegehalt des Rückstandes genauer untersucht wurde. 


' Biochem. Zs. Bd. 64, S. 13, und zwar S. 26 [1914]- 
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Von der Pankreasprobe Nr. 4 wurden 20 g mit einem Gelialt von 1605 L.E. (7,8 mg: 
17,1 % Spaltung, entspr. 0,63 L.E.) mit 320 ccm Glycerin bei 30® angescbüttelt, nach 4 Stunden 
filtriert und der Rückstand auf der Nutsche 2 mal mit je 100 ccm Glycerin nachgewaschen. 
Das gesamte Filtrat betrug 440 ccm, der glyceringetrankte Rückstand 52,4 g. 

Vom Extrakt bewirkten 0,35 ccm 21,7 % Spaltung, entspr. 0,87 L.E., vom Rückstand 0,041 g 
14,5 % Spaltung, entspr. 0,48 L.E. Daher enthielt die Lösiing 1094 L.E., d. i. 68%, der Rück- 
stand 613 L.E., also 38% von der Enzymmenge der Drüse. 

Der Rückstand wurde ein zweites Mal mit 320 ccm Glycerin bei 30° extrahiert 
und zwar 18 Stunden; das Filtrat enthielt weitere 135 E.K. Den neuen Filter rückst and 
behandelten wir 9 Tage lang mit Glycerin bei 30 und brachten so wieder 134 L.E. 
in Lösung, schließlich in einer vierten, 13 Tage dauernden Extraktion noch 31 L.E. 
Der letzte Rückstand, eine bräunliche Masse von nicht mehr ansehnlicher Menge, ent- 
hielt nur 50 L.E., d. i. 3% des Anfangswertes der Drüse. 

Die Auflösung der lipatischen Drüsensubstanz wird durch Einwirkung von Trypsin 
nicht beschleunigt. 

Je 25 g glycerinfeuchter Rückstand nach einmaliger Extraktion, enthaltend 295 L.E., 
wurden a) mit 152 ccm 87proz, Glycerin, b) mit 134 caii S/proz. Glycerin und 18 ccm 5proz, 
Lösung eines stark wirksamen Trypsinpräparates des Handels 18 Stunden bei 30° behandelt. 
Die Filtrate enthielten a) 65 L.E. , b) 55 L-E. 

Aus den Glycerinextrakten läßt sich die lyipase nicht in wirksamer Form fällen. 
Wird die filtrierte Glycerinlösung mit Alkohol vermischt, so trübt sie sich und scheidet 
einen grobflockigen Niederschlag aus. Er weist einen kleinen Bruchteil der lipatischen 
Wirkung auf, während die alkoholische Mutterlauge gänzlich wirkungslos ist. 

[155] 20 ccm Glycermauszug, 102 L.E. enthaltend (0,10 ccm: 15,0% Spaltung, entspr. 0,51 L.E.), 
wurden mit loo ccm Alkohol vermischt, der entstandene Niederschlag in der Zentrifuge abge- 
trennt und sogleich mit 40 ccm Glycerin wieder angerülirt. Er ging bis auf eine schwache Trü- 
bung wieder in Lösung. 0,50 ccm der neuen Glycerinlösung bewirkten 6,1% Spaltung, entspr. 
0,09 L.E. Die ganze Menge enthielt also noch 7,2 L.E. , d. i. 7% vom angewandten Enzym. 
Von der alkoholischen Mutterlauge ergaben 5,0 ccm keine meßbare Verseifung. 

Diese Aufhebung der lipatischen Wirkung, die sich auf des Enzyms erstreckt, 
tritt sofort ein. Wenn man die Glycerinlösung mit nur so viel Alkohol vermischt, 
daß eben eine sichtbare Trübung erfolgt, so fehlt die Lipase alsbald, obwohl die Probe 
für die Bestimmung zu einer ganz niederen Alkoholkonzentration verdünnt wird. 

20 can Glyceriiiextrakt verdünnten wir mit 1 5 ccm absolutem Alkohol bis zur beginnenden 
Trübung. Die sofort ausgefülirte Bestimmung mit 0,18 ccm ergab 4 ,q % Spaltung, entspr. 0,05 L.E. 
Es waren also nur noch 10 L.E., d. i. 10% der in Glycerin gelösten Lipase vorhanden. 

Ähnlich wie gegen Alkohol ist das Verhalten der Lipase gegen Glykol, welches 
in seiner Wirkung auf das Enzym ganz verschieden vom Glycerin ist. In Glycerin- 
extrakten und in der trockenen Drüse ist die Lipase gegen Glykol sehr empfindlich. 

5 ccm vom Glycerinextrakt, enthaltend 26 L.E., wurden mit 10 ccni reinem Äthylenglykol 
versetzt und sofort bestimmt. Die Mischvmg war beim Ansetzen der Bestimmung noch klar, 
trübte sich aber dann nach kurzer Zeit. 0,75 ccm bewirkten 9,8% Spaltung, entspr. 0,23 L.E. ; 
es waren also noch 4,6 L.E., d. i. 18% der Lipase vorhanden. 

2 g Pankreasprobe Nr. 3, enthaltend 163 L.E., wurden 30 IVIinuten mit 10 can Glykol 
geschüttelt. Durch Ahsaugen und Waschen mit Aceton und Äther gewannen wir 1,40 g trockenen 
Rückstand neben 20 ccm Filtrat, das 10 ccm Glykol und ebensoviel Aceton enthielt. Von diesem 
gaben 0,15 ccm keine meßbare Verseifung. Der Rückstand enthielt noch 13 L.E., d. i. 8% der 
Lipase des Ausgangsmaterials {8,8 mg bewirkten 5,4% Spaltung, entspr. o,ü8 L.E.). 



über Pankreaslipase. 


1195 

Von organischen Lösungsmitteln wird für kurze Zeit verhältnismäßig gut Aceton 
vertragen, das, gemischt mit Wasser, als 30- und 40pro2. Aceton, zum Verdünnen 
der GlyceriniÖsungen für Adsorptionsversuche Anwendung finden sollte; die [156] Be- 
ständigkeit ist indessen gegenüber dem geschützten Zustand der Lipase in der Drüse 
sehr vermindert. 

Einen Glycerinauszug, von dem 0,50 ccm 16,6% Spaltung, entspr. 0,60 L-E. 
ergaben, versetzten wir mit wasserhaltigem Aceton a) mit goproz., b) mit 40proz,, 
und zwar 0,50 mit 9,50 ccm, und wiederholten sofort nach dem Vermischen die Be- 
stimmung. Sie ergab a) 0,60, b) 0,60 L.E. Die Gegenwart dieser Menge Aceton 
stört also die Bestimmung nicht. Aber schon in i Stunde (Zimmertemperatur) nahm 
die lipatische Wirkung ab und nach 3 Stunden (30°) war nur wenig davon übrig, 
während der Verlust bei gleichem Verdünnen mit Wasser allein noch gering war. 

a) Die Spaltung nach 3 Stunden betrug 4,7%, entspr, 0,07 L.E.; b) die Spaltung 
nach 3 Stunden betrug 2,2%, entspr. 0,03 L.E. 

Beim Verdünnen mit Wasser gibt der Glycerinauszug aus Trockenpankreas 
eine Trübung, die sich bei kurzem Stehen zu einem gut absitzenden, nicht eben reich- 
lichen Niederschlag zusammenballt, Kr enthält nicht viel Enzym. Von verdünnter 
Essigsäure wird eine reichlichere Fällung hervorgerufen, die einen etwas größeren 
Enzymverlust bedingt. 

Je 20 ccm Glycerinauszug (aus Nr. 3), enthaltend 75 L.E., wurden a) mit 100 ccm Wasser, 

b) mit 100 ccm 0,01 n-Essigsäure versetzt und von dem gebildeten Niederschlag mittels der 
Zentrifuge getrennt. Dann ergaben 1,20 ccm der geklärten Lösung a) 17,3% Spaltung, entspr. 
64 L.E. im ganzen Volumen, b) 16,1 % Spaltung, entspr. 57 L.E. in der ganzen Menge. DieNieder- 
schlagsbildung bedingte also bei dem Verdünnen mit Wasser einen Eiizymverlust von 15, 
mit essigsäurchaltigem Wasser von 23 %. Der nur mit Wasser verdünnte Extrakt gibt mit Essig- 
säure noch eine merkliche und bleibende Trübung. 

Auf diesen Erfahrungen beruht das Verfahren, nach dem wir zumeist die Glycerin- 
lös ungeii für die Reinigung der Lipase gewinnen. Das Filtrieren der Glycerinextrakte 
war sehr langwierig und oft schwierig ausführbar. Besonders trat dieser Dbelstand 
bei der Verarbeitung großer Drüsenmengen hervor; wahrscheinlich ließ sich in größerem 
Maßstabe die Behandlung der frischen Drüsen mit Aceton, wobei sie entfettet, gehärtet, 
getrocknet werden, nicht* so vollkommen wie in kleineren Vorproben ausführen. Das 
Drüsenmaterial wurde dann, vielleicht [157] infolge beginnender Zersetzung, etwas 
schleimig und verklebte beim Filtrieren jedes Filtermaterial und Klärmittel. Es ist 
daher viel zweckmäßiger, den Glycerinextrakt von der Hauptmenge der ungelösten 
Drüsensubstanz durch Zentrifugieren bei hoher Tourenzahl zu trennen und den noch 
stark getrübten Glycerinauszug mit Wasser zu verdünnen, um ihn durch erneutes 
Abschleudern ohne zu großen Enzymverlust vollends zu klären. Die trüben Glycerin- 
lösungen (Rohextrakte) werden in größeren Mengen dargestellt und gesammelt; un- 
mittelbar vor dem Versuche wird die erforderliche Menge geklärt und wegen der 
geringen Haltbarkeit der wäßrigen Lösungen unter Vermeidung des Stehenlassens 
verarbeitet. 
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Aus 100 g Pankreaspulver gewinnen wir durch 4- bis Sstündiges Digerieren 
mit Glycerin bei 30® mittels ^astündigen Zentrifugierens bei 6000 Umdrehungen 
in der Minute annähernd 1600 ccm trüben Rohextrakt. Von einem solchen wurden 
z. B. 400 ccm, enthaltend 1740 E-E. (0,20 ccm bewirkten 22,2 % Spaltung, entspr. 
0,89 E.E.), mit 2 1 Wasser versetzt; kurzes Zentrifugieren bei geringer Touren- 
zahl (2500) genügte nun, um eine ganz klare Eösung abzutrennen, 2400 ccm mit 
1440 L.E. (1,00 ccm bewirkte 16,5% Spaltung, entsp. 0,60 E.E.). 

Die Lipaseausbeuten in den Glycerinrohextrakten beliefen sich in einigen Bei- 
spielen auf 92, 81, 84, die Ausbeuten nach dem Verdünnen und Klären auf 84, 70, 77 % 
der angewandten Enzymmenge. Die Anzahl der Lipaseeinheiten in 20 ccm der trüben 
Glycerinlösungen (16 Teile Glycerin auf i Teil Trockenpankreas) betrug 95, 83, 87, 
in den entsprechenden Mengen der geklärten Lösungen 87, 72, 79, während filtrierte 
Auszüge aus Trockenpankreas 75 bis 80 L.E. in 20 ccm enthielten. 

Einen gewissen Maßstab für den Reinheitsgrad der Lipase in den Glycerinaus- 
zügen, wenn auch keinen genauen, bietet die Menge des beim Verdünnen mit Alkohol 
entstehenden Niederschlags. Die alkohohsche Mutterlauge ist natürlich nicht gänzlich 
frei von gelöster Substanz, und die Mutterlaugen aus den wasserhaltigen geklärten 
Extrakten werden noch mehr Rückstand enthalten als die aus den wasserfreien 
filtrierten [158] Glycerinlösungen, Der Reinheitsgrad wird also etwas zu günstig 
gefunden und verhältnismäßig günstiger für die geklärten Glycerinauszüge. Der Rein- 
heitsgrad der Lipase steigt von der Drüse zum geklärten Glycerinauszug ungefähr 
auf das Dreifache an. 

58 ccm eines geklärten Glycerinauszugs, enthaltend 42 L-E. (1,20 ccm: 21,7% 
Spaltung, entsprechend 0,87 L.E.), wurden mit 580 ccm absolutem Alkohol gefällt. 
Der mittels der Zentrifuge abgetrennte, mit Alkohol und Äther gewaschene Nieder- 
schlag betrug 0,1331 g. Bezogen auf die P'äUung war der Lipasewert der Enzym- 
lösung 3,2. 

20 ccm filtrierter Glycerinauszug (ebenfalls aus Pankreasprobe Nr. 3), enthaltend 
66 L-E. (0,20 ccm: 18,0% Spaltung, entsprechend 0,66 L.E.), fällten wir mit 200 ccm 
Alkohol. Das Gewicht des Niederschlags betrug 0,3893 g, de»* darauf bezogene Lipase- 
wert des Glycerinauszugs 1,7. 

5. Amylase und Trypsin in den Lipaselösungen. 

Für die Beschreibung der Hpatischen Glycerinauszüge ist noch ihr Gehalt an 
Amylase und Trypsin zu berücksichtigen. 

Die Amylase wird der getrockneten Drüse durch Glycerin wie durch Wasser 
sehr leicht entzogen und ist daher so gut wie in ihrer ganzen Menge in allen beschriebenen 
Auszügen enthalten. Hingegen wird das Trypsin schwerer als die Lipase aufgelöst. 
In den Glycerinlösungen finden wir nur etwa die halbe tryptische Wirkung wie in der 
getrockneten Pankreasdrüse. 
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1. Amylase. Füi die Bestimmung der Pankreasamylase soll in einer folgenden 
Abhandlung eine Methode mitgeteilt werden, die sich für den Vergleich des Enzyms 
in verschiedenen Reinheitsgraden eignet. Als Substrat dienen 25 ccm iproz. Stärke- 
lösung in 37 ccm gesamtem Volumen, Reaktionstemperatur 37°; />jj = 6,8, eingestellt 
mit IO ccm Phosphatpuffer; ausgleichende Aktivierung durch i ccm o,2n-NaCl- 
Lösung. 

Als Maß dieser Amylase wird das Hundertfache der Enzymmenge gewählt, für 
die sich die Konstante der monomolekularen Reaktion — 0,01 ergibt, und als Amylase- 
einheit (Am.E.) [159] bezeichnet. Zwischen der Enzymmenge und der Reaktions- 
konstanten besteht nämlich in weiten Grenzen genaue Proportionalität. Die Enzym- 
menge von 0,01 Am.E. bildet 25 % der theoretischen Menge Maltose in 12,49 Minuten. 

In der vorliegenden Untersuchung ist eine Anzahl von Amylasebestimmungen 
auf eine vorläufige Weise ausgeftihrt worden, wobei als Maß der diastatischen Wir- 
kung die Menge der gebildeten Maltose diente. Die Bedingungen entsprachen noch 
nicht in allem den endgültig gewählten. Wir ließen 5 mg getrocknete Pankreasdrüse 
oder die entsprechende Menge einer Enzymlösung auf 25 ccm i proz. Stärkelösung 
I Stunde bei 37“^ einwirken, während die Enzymmenge in den späteren Bedingungen 
herabgesetzt ist, damit die Spaltung den strengen Geltungsbereich der monomole- 
kularen Reaktion, d. i. 30 bis 40 % der theoretischen Maltosemenge nicht überschreitet. 
Die Reaktion des Mediums, eingestellt mit 10 ccm Phosphatpuffer von = 8,0, 
war nicht die optimale. Der Aktivator fehlte. 

Den gebildeten reduzierenden Zucker ermittelten wir in allen Fällen nach der 
Hypojoditmethode von R. WinnsxÄTTER und G. Schudel ^ und berechneten ihn als 
Maltose. 

Unter diesen Umständen lieferte die Amylase der getrockneten Drüse (Nr. 3) 
153,3 wäßriger Auszug 148,0 mg, ein filtrierter Glycerinauszug 136,0 mg, 

ein durch Verdünnen geklärter Glycerinauszug 149,3 mg. Der Gehalt unserer Glycerin- 
auszüge (16 Teile Glycerin auf i Teil Pankreas) an Amylase in 100 ccm betrug 284 
bis 300 Am.E. 

2. Trypsin. Die Bestimmung der tryptischen Pankreaswirkung hat nur die 
Bedeutung einer vergleichenden vorläufigen Schätzung. Sie beruht auf dem in alko- 
holischer Ivösuiig meßbaren Aciditätszuwachs bei der Eiweißhydrolyse. Als Substrat 
wird Gelatine angewandt und zwar 20 ccm einer 3 proz. Eösung. Die geeignete schwach 
alkalische Reaktion wird mit Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer von = 8,9 
(3,3 ccm n-NH3 + 6,7 ccm n-NH4Cl) eingestellt. Den Vergleich von Trypsinlösungen 
verschiedener Reinheitsstufen ermöglicht die [160] ausgleichende Aktivierung mit 
40 mg Calciumchlorid. Die tryptische Wirkung wird mit 0,625 % getrockneter Drüse 
oder der dieser Menge Ausgangsmaterial entsprechenden Enzymlösung (vom Glycerin- 
auszug 10,0 ccm) in 2 Stunden bei 30'’ bestimmt und mit der zur Neutralisation in 
90 proz. alkoholischer Lösung erforderlichen Menge o,8n-Kalilauge ausgedrückt. 

* Chem. Ber. Bd. 51, S. 780 [1918] [Ahh, 9). 
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Die getrocknete Pankreasprobe Nr. 3, der wäßrige Auszug, die filtrierte Glycerin- 
lösung, der geklärte Glycerinauszug ergaben folgende Werte für die Trypsinwirkung: 
2,71, 1,29, 1,17, 1,47 ccm o,8n-KOH. 

n. Trennung der Lipase von Amylase und Trypsin. 

I. Adsorption der Lipase durch Tonerde. 

Die Lipase läßt sich aus den Glycerinauszügen durch Aluminiumhydroxyd und 
durch Kaolin leicht adsorbieren. 

Das Bindungsvermögen des adsorbierenden Mttels soll nach dem Vorbild, das 
die Untersuchungen über Invertin für die Adsorption eines Enzyms aufzustellen be- 
ginnen, ausgedrückt werden durch den Adsorptionswert (A.W.), dies sei in dem 
vorliegenden Falle die Knzymmenge in Lipaseeinheiten, die von i g Adsorbens unter 
bestimmten Bedingungen auf genommen wird. 

Unter den vielen Faktoren, die für das Adsorptionsverhalteu eines Enzyms 
bestimmend sind, ist in erster Linie die Darstellung und Beschaffenheit des Adsorp- 
tionsmittels zu berücksichtigen. In einer demnächst zu veröffentlichenden Abhandlung 
über Aluminiumhydroxyd von R. WiLESTÄTTER und H. Kraut werden Darstellungs- 
weise und Eigenschaften verschiedener für die Enzymadsorption geeigneter Tonerde- 
sorten behandelt und es wird in einigen Beispielen auf das ungleiche Verhalten einer 
Sorte von Tonerde gegen verschiedene Enzyme und auf das ungleiche Verhalten ver- 
schiedener Sorten von Tonerde gegen ein und dasselbe Enzym hingewiesen. 

Die in unseren Versuchen angewandten Sorten von Aluminimnhydroxyd werden 
in der Arbeit von Wieestätter und Kraut folgendermaßen bezeichnet: 

[161] Aluminiumhydroxyd A, durch Fällen von Aluminiumsulfat mit Ammoniak 
und darauffolgendes langes Kochen dargestellt, plastisch 

Aluminiumhydroxyd B, ebenso dargestellt, aber ohne längeres Kochen, plastisch; 

Aluminiumhydroxyd C, wie B, aber mit sehr verdünntem Ammoniak gefällt, 
feinpulvrig und voluminös; 

Aluminiumhydroxyd D, aus Kaliumaluminat mit Kohlendioxyd gefällt, mikro- 
krystallinisch grobpulvrig. 

Von diesen Präparaten ist die Sorte B am geeignetsten. Bei dem Vergleiche, 
der in erster Linie die Isolierung der Lipase vorbereitet, ist außer auf gutes Adsorptions- 
vermögen auch auf die Eluierbarkeit des entstehenden Adsorbats [Rücksicht zu nehmen. 
Die mit B erhaltenen Adsorbate sind gut eluierbat. Von Aluminiumhydroxyd A wird 
die Lipase weniger leicht aufgenommen, aber sie wird ebenfalls glatt eluiert. Das 

[162] Aluminiumhydroxyd C ist (wie A) weniger für die Adsorption geeignet und es 
ist ungeeignet für die Elution. Die Sorte D erweist sich wegen ihrer mikrokiystalli- 
nischen, grobpulvrigen Beschaffenheit am wenigsten wirksam als Adsorbens. In der 

’ R. WiEESTÄXTER, Liebigs Ann. der Chemie Bd. 422, 8,47, und zwar S. 72 [1920/21]; 
R. WlEEStÄTTER und R. Racke, ebenda lid. 425, S. 1, und zwar S. 69 [1920/21]. 
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Tabelle. 

Vergleichende Adsorption mit verschiedenen Sorten von Aluiuiniumhydroxyd. 
' (20 ccm Glycerinauszug, verdünnt mit looccni Wasser, enthaltend 1,2 ccm n-Essigsäure.) 


Nr- 

1 Dalum 

Sorte von 
Aluminium- 
hydroiyd 

Menge des 

Aluminiumhydroxyda 

S 

Adsorbierte I^ipase 
in Proz. 

1 Adsofpüonswert 

I. 

20. III. 22 

A 1 

0,1338 

76 

f 

277 

2. 

20. III. 22 

^ j 

0,0580 

48 

400 

3 - 

1 

7. VII. 22 
(mit dem Au.szug 
von Nr, 2] 

B 

0,0580 

46 

293 

4 - ! 

17. VII. 22 
(mit dem Auszug 
von Nr. 2) 

B 1 

(andere 1 

barst.) 

0.0580 

46 

293 

5. 

i 7. VII. 22 

C 

0,0580 


172 

6 . 1 

20. III. 22 

D 

0,5920 i 

33 1 

26,7 


voranstehenden Tabelle wird das Adsorptionsverinögen der verschiedenen Darstellungen 
von Aluminiumhydroxyd verglichen. 

Die Dipäseadsorption ist von so zahlreichen Umständen abhängig, daß für ihre 
Untersuchung zunächst nur einige Umrisse oder Richtlinien gegeben werden können. 
Die folgenden Angaben haben nur den Sinn von Beispielen, bestimmt, die präparative 
Arbeit vorzubereiten. Der Vergleich wird erschwert und zum Teil unstimmig gemacht 
dadurch, daß verschiedene Paukreasproben, auf verschiedene Weisen gewonnene Aus- 
züge und solche von verschiedenem Alter verwendet wurden und daß ein Teil der 
Versuche mit der einen, weitere mit einer anderen Sorte Aluminiumhydroxyd aus- 
geführt wurden. 

Auch der Glyceringehalt der angewandten UÖsung, der unvermeidlich ist, be- 
einflußt den Adsorptionswert. Daher ist die Angabe des Adsörptionswertes außer 
mit dem Volumen in Kubikzentimeter, das die Lipaseeinheit enthält, und dem pro- 
zentischen Betrag des adsorbierten Knzyms auch mit dem Prozentgehalt der Lösung 
an Glycerin zu ergänzen. 

Das Verhalten der Lipase bei der Adsorption unterscheidet sich wesentlich von 
dem in der 4. Abhandlung über Invertin^ näher untersuchten Verhalten des letzteren. 
Invertin wird mit steigendem Reinheitsgrad viel reichlicher adsorbiert, was aus ver- 
gleichenden Versuchen mit Hefeauszügen und gereinigten Invertinlösungen hervor- 
geht. Der Unterschied erklärt sich durch den Einfluß der mit dem Invertin assoziierten 
Begleitstoffe, der Hefeinhaltsstoffe, welche der Adsorption entgegenwirken. Dieser 
Einfluß der Begleitstoffe wird auch durch starke Verdünnung überwunden. Daher 
wirken die Adsorbentien auf die verdünnten Losungen in ausgezeichneter Weise aus- 
wähleud, der Adsorptionswert steigt bedeutend. 

Im« Gegensatz zu diesen Erfahrungen findet man bei der [163] Lipase kein An- 
wachsen des Adsorptionswertes i. bei erheblich steigendem Reinheitsgrad und 2. hei 
größerer Verdünnung. Die Begleitstoffe üben also einen verhältnismäßig geringen 


* Diese Zs., im Druck {Abh. 49). 
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Einfluß auf die Adsorption der Lipase aus, und zwar keinen hemmenden. Eine größere 
Abhängigkeit von den Beimischungen zeigt sich beim Eluieren der Adsorbate. 

Ein gewisser Einfluß der Begleitstoffe besteht dennoch. Er scheint- sich beim 
Altern einer Lipaserohlösung geltend zu machen und sich im Sinken des Adsorptions- 
wertes zu äußern. Bei der Einwirkung von Aluminiumhydroxyd A auf einen (mit 
Wasser 5 fach verdünnten) Glycerinauszug in frischem, 2 und 5 Monate altem Zustand 
fanden wir die Adsorptionswerte 209, 142, 133. In etwa demselben Verhältnis ist 
indessen der Glycerinauszug beim Altem ärmer an Lipase geworden; vielleicht hat 
das zerstörte Enzym gleich dem wirksamen das Adsorbens abgesättigt. Unter der 
Annahme, das infolge der Zersetzung fehlende Enzym sei wie das aktive adsorbiert 
worden, würden sich die Adsorptionswerte berechnen : 209, 194, 212 (vergleiche auch 
in der vorstehenden Tabelle Nr. 2 bis 4). 

Bis zu einem hohen Grad der Adsorption ist der adsorbierte Betrag der Lipase, 
mehr als es für Invertin gilt, proportional der Adsorbensmenge, der Adsorptionswert 
also einigermaßen konstant und erst gegen das Ende hin sinkend. 

Die Aufnahme der Lipase durch die Tonerde wird nicht in einfacher Beziehung 
zur Adsorbensoberfläche stehen, sondern wahrscheinlich durch chemische Affinität 
wesentlich beeinflußt sein. Es kann dabei eine Rolle spielen, daß die elektronegativen 
Eigenschaften des amphoteren Enzyms durch den Zusatz von Glycerin gesteigert 
werden, wie es von anderen amphoteren Stoffen in Glycerinlösung bekannt ist*. 

Die Unterschiede im Verhalten von Invertin und Lipase beruhen wahrscheinlich 
auf der Verschiedenheit ihrer elektrochemischen Natur; die sauren Eigenschaften 
erscheinen bei der Lipase ausgeprägter, vielleicht auch die basischen. 

[164] Adsorption mit verschiedenen Mengen von Tonerde. 

In dem folgenden Beispiel i erstreckt sich die annäliernde Proportionalität zwischen den 
Mengen von Adsorbens imd adsorbierter Lipase bis zu einem recht hohen Adsorptionsgrad. In 
den Versuchen 5 und 6 sinkt der Adsorptionswert schon beträchtlich von einem etwas früheren 
Grade der Adsorption an. Der Üntersdiied mag dadurch erklärt werden, daß für die letzten 
Anteile des Enz3nns die Proportionalität ganz unsicher ist. Es kommt vor, daß noch bis über 
90 % die Lipase glatt adsorbiert wird, und anderseits, daß die letzten kleinen Anteile eine unver- 
hältnismäßig große Menge Adsorbens erfordern. In den Beispielen 5 b und 6b würde man mit 
weniger Almninimnliydroxyd einen weit höheren A^rptionswert finden. 

Versuch i. 50 ccm filtrierten Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. 4, enthaltend 194 LE. 
(0,25 ccm: 23,5% Spaltung, 0,97 X.E.), verdünnte man mit 250 cau Wasser und schüttelte 
mit a) 16, b) 32, c) 50 ccm Tonerdesuspension (Sorte A). Nach der Abtrennung des Adsorbats 
mittels der ^ntrifuge bestimmten wir die Adsorptionsrestlösui^, die 305, 310, 315 ccm betrug. 

a) 1,50 ccm Restlösung bewirkten 14,3 % Spaltuflg, entspr. 0,47 L.E. 

b) 3,00 ccm ,, ,, 6,7% ,, ,, 0,11 ,, 

c) 6,00 ccm ,, ,, 6,6% ,, ,, 0,11 ,, 

a) 0,486 g Ah03 ads. 98 L.E. — 49%, A.W, 202 

b) 0,973 g .. „ 183 „ == 95%, 188 

c) 1,520 g ,, ,, 188 ,, =97%, M 124. 

Versuch 2. 2400 ccm geklärter, 15 % Glycerin enth. Auszug mit einem Gehalt von (440 L.E. 
(1,00 ccm; 16,5 % Spaltung, 0,60 L.E.) wurden mit 24,0 ccm n-Essigsäure und a) 225, b) 375 ccm 
AJuminiumhydroxyd C versetzt. 

* W. LöPPEER und K. Spiro, Helvet. chim. acta Bd. 2, S. 533, und zwar S. 540 [1919],' 
R. WirxSTÄTTER und E. WaedschmioX-LEiXz, Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988, und zwar S. 2991 [1921]. 
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a) 2,00 ccm Restlösutig bewirkten i6,t% Spaltung, entspr. 0,57 L-E. 

b) 2,00 ccm „ ,, 11,2% „ 0,29 

a) 6,00 g AbO^ ads. 713 Ü.E. = 50%, A.W. 119 

b) 10,00 g ,, 1056 „ =73%, ,, 106 

Versuch 3. 20 ccm filtrierten Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. 4, enthaltend 48,7 Ü.E. 
(0,275 ccm: 18,0% Spaltmig, 0,67 ü-E.), verdünnten wir nach Ansäuern mit 1,2 can n-Essig- 
säure mit 100 ccm Wasser und schüttelten ilm mit a) 40 ccm, b) 60 ccm Tonerdesuspension Z>; 
durch Abschleudern mittels der Zentrifuge erhielten wir a) 160, b) 172 can Restläsung, die wir 
bestimmten. 

a) 2,22 ccm Restlösung bewirkten 15,3% Spaltung, entspr. 0,52 EE. 

b) 4,76 ccm „ ,, 22,3% ,, . ,, 0.91 

0^3948 g A1 j 03 ads. 11,2 E.E. = 23%, A.W. 28,4 

b) 0,5922 g „ 15.8 „ =33%, 26.7 

[165] Versuch 4. 20 ccm des im Versuch 3 angewandten Glycerinauszugs (eiith. 48,7j;^.E.) 
säuerten wir mit 1,2 ccm n-Essigsäuxe an und versetzten mit a) 10 ccm, b) 20 cern Tonerde- 
suspension (Darst. .ß); nach dem Abschleudern in der Zentrifuge verblieben a) 13 1, b) 138 ccm 
Adsorptionsrestlösung. 

a) 3,60 ccm Restlösung bewirkten _ 16,9 % Spaltung, entspr. 0,62 ü-E. 

b) 3.88 ccm ,, ,, 5,5 % „ ,, u,o8 ,, 

a) 0,1095 g AI2O3 ads. 26,1 EE. — 54%, A.W. 238 

b) 0,2190g ,, ,, .^5,9 ,, =94%, 210 

Versuch 5. 164 ccm filtrierter Glycerinauszug wiirden mit 830 ccm Wasser verdünnt; 
Gehalt an Glycerin 15%, Eipasemenge 836 EE. (0,10 ccm: 15,0% Spaltung, 0,51 E.Ph). Nach 
Ansäuern mit 10,0 ccm n-Essigsäure erfolgte die Adsorption a) mit 1 10 ccm Aluniiniumhydroxyd A, 
b) wiederholt mit derselben Menge. 

a) 3,25 ccm Restlösung bewirkten 16,1% Spaltung, entspr. 0,57 I/.E. 

b) 350 ccm ,, ,, 6,0% ,, ,, 0,9 ,, 

a) 3,344 g AI2O3 ads. 650 E.E. := 73 %, A.W. 194 

b) 6,688 g ,, ,, 806 ,, —94%, ,, 121 

Versuch 6. Von einer Elution aus Tonerdeadsorbat, befreit von Phosphat, 25% Glycerin 
entli., mit einem Gehalt von 45 L.E. in 100 ccm (1,78 ccm: 20,5% Spaltung, 0.80 EE.), mit 
1% n-Essigsäure angesäuert, wurden a) 100 ccm mit 5,ocaii Tonerdesuspensioii A, b) 25000111 
mit 20,0 ccm Tonerde behandelt. 

a) 3,74 ccm Restlösung bewirkten 10,4% Spaltung, entspr, 0,25 E.E. 

b) 3,74 ccm ,, ,, 7,2% ,, ,, 0,12 ,, 

a) 0,152g AI2O3 ads. 38 E.E. = 84%, A.W. 250 

b) 0,608 g ,, ,, 104,5 ,, “93%, ,, 

Die Adsorption aus saurer Eösung, 

die zur Trennung von den begleitenden Enzymen wichtig ist, erfordert mindestens die gleiche 
Menge Aluminiumhydroxyd wie die Adsorption aus neutraler Flüssigkeit. 

Versuch 7. lo can Glycerinauszug, enthaltend 46 EE. {0,20 ccm; 22 , 0 % Spaltung, 
0,92 EE.), verdünnten wir a) mit 50 ccm Wasser, b) ebenso unter Zusatz von 0,5 ccm n-Es.sig“ 
säure. Zur Adsorption dienten je 0,304 g Alj03 (Darst. / 4 ). 

a) 2,72 ccm Restlösmig bewirkten 6,6% vSpaltung, entspr. 0,11 EE. ; ads. 43,2 EE. 

b) 2,72 can ,, ro,3% ,, ,, 0,24 ,, ,, 40 

Adsorption aus verdünnter Eösung. 

Mit der atmäliernden Proportionalität zwischen Adsorbens und adsorbierter Eipase ist es 
nicht leicht in Einklang zu bringen, daß die [166] Eipase aus dem Glycerinauszug b^i stärkererVer- 
diinnung in geringerem Maße durch Tonerde adsorbiert wird. Aber für die Adsorption aus ver- 
dünnter Xösung sind die Bedingungen nicht ganz dieselben wie für die Adsorption zum Beispiel 
des letzten Fünftels unter den üblichen Umständen. So ist in den zwei Fällen ungleich das Ver- 
hältnis zwischen dem adsorbierten Enz3mi und der Menge seiner Begleitstoffe. — Um eine Zer- 
setzung des Enzyms zu vermeiden und um die Versuchsverhältnisse vergleichbar zu machen, 
stellten wir auch beim Verdünnen den Glyceringehalt von 15 % her. 

/ö 


Willstätter, En^syme. 
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Versuch 8. 20 ccin Glycermauszt^ aus Pankreasprohe Nr. 4, enthaltend 44 h.K (0,275 
16,8 % Spaltung, 0,61 wurden a) mit 100 ccm Wasser verdünnt und nach Zusatz von 1,2 ccm 
n-CH,C 00 H mit 6,2 ccni Tonerdesuspension B geschüttelt; b) mit 500 ccm Wasser und 80 ccm 
Glycerin verdünnt und in derselben Weise angesäuert und mit Aluminiumhydroxyd behandelt. 

a) 1,74 ccm Restlösung bewirkten 10,6% Spaltung, entspr. 0,27 L.E. 

b) 8,39 ccm ,, ,, 14,5% M 0,48 ,, 

a) 0,058 g AUO3 ads. 25 h.K = 57%, A.W. 431 

b) 0,058 g „ „ 10 ,, = 23%. „ 172. 

Zusatz von Aceton befördert die Adsorption. 

Versuch 9. Auf je 50 ccm Glycerinauszug, enthaltend 194 T.E., ließen wir 0,486 g Ton- 
erdepräparat A einwirken nach Verdünnung mit a) 250 ccm Wasser, b) 160 ccm Wasser -]- 90 ccm 
Aceton ( Aceton gehalt der Flüssigkeit 30%), c) 130 ccm Wasser -f 120 ccm Aceton (Aceton- 
gehalt der Flüssigkeit etwa 40%). 

#a) 3,00 ccm Restlösung bewirkten 22,9% Spaltung, entspr. 0,93 E.E. 
b) 3,00 ccm ,, ,, 17,4% ,, 0,64 ,, 

“c) 3,00 ccm „ ,, 14,3% 047 r, 

I)ie adsorbierten Mengen betrugen 98, 129 und 146 L.E. , entspr. 49, 66 und 75 %• Auf 
die Abtrennung der Antylase wirkt der Zusatz von Aceton störend, da sie in acetonhaltiger 
Lösung reichlicher als in wäßriger in Tonerde übergeht. 

Vergleich der filtrierten und geklärten Auszüge. 

Trotz des verschiedenen Reinlieitsgrades dieser Auszüge, deren Trockenrückstände, auf 
gleiche Anzahl von L-E. bezogen, etwa dem Verhältnis 3 : i entsprechen, erfolgt die Adsorption 
der Lipase aus üinen in gleichem Maße. 

Versuch 10, a) Filtrierter Auszug. 20 ccm Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. 3, ent- 
haltend 75 L-E. (0,20 ccm: 19,5% Spaltm^, 0,75 L.E. ), verdünnten wir mit 100 ccm Wasser 
und prüften nach Zusatz von 1,2 ccm n-Essigsäure die Adsorption mit 20 ccm Tonerdesuspensioii B 
(o,i86g ALOj). 

[167] 2,7.2 ccm Restlösung bewirkten 12,2% Spaltung, entspr. 0,35 L-E. 

57 L.E. = 76% waren adsorbiert, A.W. (1,9 ccm) 306. 

b) Geklärter Auszug. 120 ccm durcli Verdünnen mit Wasser geklärter Glycerinauszug aus 
Probe Nr. 3, enthaltend 91 L.E- (1,20 ccm; 22,4%, 0,91 L-E.), wiuden mit 1,2 can n-Essigsäure 
angesäuert und mit dem ri/j fachen der oben angewandten Tonerde behandelt. 

2,72 ccm Restlösung bewirkten 7,9% Spaltung, entspr. 0,15 L.E. 

Adsorbiert waren 83 L.E. — 91 %, A.W. (1,65 can) 297. 

Einfluß des Reinheitsgrades. 

Aus den Versuchen 11 bis 13 folgt, daß der AdsorptionvSwert nicht mit steigendem Rein- 
heitsgrade der Lipase zunimmt. 

Versuch ii. a) 100 ccm Glycerinauszug mit 385 L.E. (0,20 cau: 19,9% Spaltung, 0,77 L.E.) 
wurden mit 500 ccm Wasser und 7 ccm n-Essigsäure vermischt und mit 65 ccm Aluminium- 
hydroxyd A behandelt. 

6,00 ccm RestlÖsimig bewirkten 10,1 % Spaltung, entspr. 0,24 L-E. 
b) Von der aus dem Adsorbate gewonnenen Elution unterwarfen wir nach Aus^ällung 
der Phosphorsäure 250 can von neuem der Adsorption mit Tonerde; vergleiche die Bestimmungen 
im Versuche 6b, 

a) 1.976 g ALO3 ads. 360 L.E. ; A.W. 182 (94% ads., i L.E. in 1,7 ccm). 

b) 0,608 g ALO3 ads. 104,5 A.W. 172 (93% ads., i L-E. in 2,4 ccm). 

Versuch 12. a) Zur Adsorption mit 100 ccm Tonerdesuspension A dienten 100 ccm Glycerin- 
auszug (Gehalt 375 L.E., vgl. Vers loa), verdünnt mit 500 ccm Wasser unter Zmsatz von 6,0 ccm 
n-Essigsäure. 

2,72 ccm Restlösung bewirkten 6,5% Spaltung, entspr. 0,11 L.E. 

b) 800 ccm Elution aus diesem Adsorbate, 50 % Glycerin enthaltend, wurden mit 800 ccm 
Wasser und 19 ccm n-Essigsäure versetzt und mit 50 ccm der Tonerdesuspension behandelt. 
8,08 can Restlösung bewirkten 6,2 % Spaltung, entspr. 0,09 L.E. 
ä) 3,040g ALO3 ads. 347,5 L.E,; A.W. 114 {93% ads., 1,85 ccm für i L.E.). 
b) 1,520 g ALO3 ads. 133 L.E. ;'A,W. 87,5 (89% ads,, 11,0 ccm für i L.E.). 
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Versuch 13. Aus dem geklärten Glycerinauszi^ des Versuchs 2 wurde ein Tonerdeadsorbat 
gewonnen und eluiert. 2150 ccm der Elution, die 16% Glycerin enthielt, säuerten wir mit 25 ccm 
n-Ess^säure an und adsorbierten die Eipase zum zweiten Male mit 223 ccm Tonerdesuspension C. 

3,00 ccm Restlösung bewirkten 3,1% Spaltung, entspr. 0,04 E-E. 

Diuch 6,0 g Ala03 waren von 440 E.E. der Elution 409 E-E. adsorbiert. 

1. Adsorption A.W. 106 (73% ads., i E-E. in 1,9 ccm). 

2. „ „ 83 ( 93 % I M 5.4 ccm). 

[168] Hinderung der Adsorption durch Phosphorsäure, 

Die Eipase wird aus phosphorsäure- oder alkaliphosphathaltiger Eösung auch 
von großen Mengen Aluminiumhydroxyd nur in sehr geringem Maße aufgeiionimen ; 
Zusatz von Albumin zur phosphorsäurehaltigen Flüssigkeit hindert die Adsorption 
gänzlich. Für die Elution zu präparativen Zwecken sind allein Alkaliphosphate geeignet. 
Daher muß man, um die Elutionen zur vollständigen Entfernung der Amylase ein 
zweites Mal der Tonerdeadsorption unterziehen zu können, zuvor die Phosphorsäurc 
quantitativ ausfällen. 

Versuch 14. Von einer alkalischen, phosphathaltigen Elution aus Tonerdeadsorbat wurden 
91 ccm, die 60 E.E. enthielten, mit 3,5 ccm n-Essigsäure angesäuert und mit 30 ccm Tonerde- 
suspension B (0,279 g AI3O3) behandelt, einer unter gewöhnliclieu Bedingungen zu reichlicher 
Adsorption genügenden Menge. 

1.31 ccm Restlösu:^ bewirkten 16,0% vSpaltung, entspr. 0,61 E E. 

Es waren also 4 E E. d. i. 7 % der Lipase adsorbiert. 

Versuch 15. Je 40 ccni einer phosphathaltigen Elution, die 13 E.E. enthielten 
(2,50 ccm : 20,7 % Spaltung, 0,81 E.E.), behandelten wir nach dem Ansäuern mit 0,8 can ii-Essig- 
säiyre mit 8 ccm Tonerde A (0,243 g) unter Zusatz von a) 3,0 ccm Wasser, b) 3,0 ccm 3proz. 
Albimiinlösung . 

3^13 oem Rcstlösung bewirkten 19,7% Spaltung, entspr. 0.76 E-E. 

b) 3,13 ccm ,, ,, 20,7% ,, ,, 0,81 ,, 

Adsorbiert waren also a) 0,9, b) 0 I/.E. 

2. Elution der Eipase aus dem Toiicrdeadsorbat. 

Aus den Tonerdeadsorbaten läßt sich die Lipase in den meisten Fällen durch 
sehr verdünntes Ammoniak (”/5o) teilweise eluieren, allein die Elutionsausbeuten 
schwanken in weiten Grenzen je nach Herkunft und Alter der Lipaselösungen, aus 
denen die Adsorbate gewonnen sind. 

Glycerinauszüge aus Pankreasprobe Nr. i lieferten in frischem Zustand Adsorbate, 
die fast gar kein Enzym an Ammoniak abgaben; die EUiierbarkeit verbesserte sich 
indessen bei monatelangem Altem dieser Glycerinauszüge. Die aus einem anderen 
Drüseninaterial, der’ Pankreasprobe Nr. 4 (Pankreasdrüsen von Schweinen aus dem 
Bakonyerwalde ; hell, verkalkt und stark fetthaltig) , gewonnenen Glycerinauszüge gaben 
Adsorbate, die schon in frischem Zustand mit 30% Ausbeute [169] von Ammoniak 
eluiert wurden, nicht günstiger nach monatelangem Stehen der Glycerinextrakte. 
Die Pankreasprobe Nr. 3, bei deren Trocknung infolge der großen Masse der zu ver- 
arbeitenden Drüsen Zersetzungsvorgänge begonnen zu haben scheinen, verhielt sich 
abweichend und zwar günstig. Die daraus und sogar aus frischen Glycerinauszügen 
gewonnenen Adsorbate gaben den größeren Teil der Lipase an Ammoniak ab. 

76* 
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Diese Unterschiede lassen sich nur verstehen, wenn man wie beim Invertin^ 
den Einfluß der begleitenden Stoffe berücksichtigt. Die Elution der Eipase durch 
Ammoniak scheint durch gewisse in wechselnder Menge mit dem Enzym assoziierte 
Begleiter, Koeluentien, bedingt zu werden. Der Gehalt der Glycerinauszüge an Ko- 
eluentien ist von der Beschaffenheit des Aiisgangsniaterials und von den in den Gly- 
cerinlösungen beim Aufbewahren verlaufenden Abbauvorgängen abhängig. 

Versuch i, a) Aus 50 ccm Glycerinaus/Aig (Pankreasprobe Nr. i) wurde mit 1,520 g AI2O3 
(Darst. A) ein Adsorbat, 318 L.E. enthaltend, gewonnen. Zur Elution diente das Gemisch von 
50 ccm 87 proz. Glycerin, 75 ccm Wässer und 2,5 ccm n-NH3. Da 10 ccm Elution 4,1% Spal- 
tung, entspr. 0.05 E*E., bewirkten, so waren 0,63 EE. eluiert. 

b) Aus demselben Aaszug (24 ccm) wurde nach 2 Monaten mit 0,760 g Ala03 ein 108 L.E. 
enthaltendes Adsorbat dargestellt. Elution mit 1,2 ccra n-NH3 + 24 ccm Glycerin + 35 
Wasser. 0,63 ccm der Elution bewirkten 13,6% Spaltung, entspr. 0,43 L.E. 

Daher enthielt die ganze Elution, deren Abtrennung ohne Verlust gedacht ist, 41 E.E., 
d, i. 38 % der möglichen Menge. 

c) Nach 5 Monate langem Aufbewahren des Auszugs eluierten wir ein Adsorbat von 81 D E. 
in 0,608 g ADO3 A mit 1,0 ccm n-NH, f 20 ccm Glycerin 4- 30 ccm Wasser. Von der Elution 
bewirkten 0,50 cein 9,8% Spaltung, entspr. 0,23 D.E. 

Die Elutionsausbeute war also 23 D,-E. = 29% vom Enzym des Adsorbates. 

Versuch 2. Das Tonerdeadsorbat war aas frischem Glycerinauszug der Pankreasprobe 
Nr. 3 gewonnen und enthielt in 0,304 g ADOj (Präp. A) 43 D.E, Nach der Elution mit 1,0 ccm 
n-NH3 -f- 29 ccm Wasser 4 20 ccm Glycerin bewirkte 1,00 ccm der Dösung 15,4% Spaltung, 
entspr. 0,53 D.E. 

Es waren also 26,5 D.-E., d. i. 62% eluiert. 

[170] Ohne merklichen Einfluß dieser schwer zu kontrollierenden Kocluentien ge- 
lingt die Elution der Tonerdeadsorbate glatt und mit guter Ausbeute mit glycerin- 
haltigen Alkaliphosphatlösungen, die im Verhältnis (NH4)3P04:2(NH4)zHP04 zu- 
sammengesetzt sind (273-NH4-Phosphat*). Die Ausbeuten beim Eluicren der ersten 
Touerdeadsorbate bewegen sich zwischen 75 und 90%, beim Eluieren der zweiten 
Adsorbate sind sie noch etwas günstiger, wenn ein geeignetes Präparat von Alu- 
miniumhydroxyd {A und B, nicht C) dafür angewandt wird. 

Versuch 3. Übereinstimmend mit dem Versuch 2 diente das Adsorbat mit 43 D.E. zur 
Elution. Sie wurde mit dem Gemisch von 30 ccm iproz. (NH4)zHP04, 1,6 ccm n-NHj und 20 ccm 
87 proz. Glycerin ausgefülurt. 1,00 ccm der Elution bewirkte 17,5% Spaltung, entspr. 0,65 D.E. 

Die Elution enthielt also 34 D.E. , d. i. fast 80%. 

Versuch 4. Das Adsorbat war aus dem Glycerinauszug der Pankreasprobe Nr. 4 mit 
3,952 g AlzOj (Sorte A) gewonnen und enthielt 729 D.E. Wir eluierten dasselbe 2 mal mit je 
500 ccm der Mischung von 200 ccm Glycerin, 288 ccm iproz, Biammonphosphat und 12 ccm 
n-NH3. Von den vereinigten Elutionen bewirkte 1,00 ccm 18,5% Spaltung, entspr. 0,69 D.E. 

Daher belief sich die Elutionsausbeute (die kleinen Verluste beim Abtrennen der Tonerde 
bleiben unberücksichtigt) auf 690D.E., entsprechend 94% der adsorbierten Dipase. 

Mit der angegebenen alkalischen Phosphatlösung waren die Resultate bei den 
Elutionen am gleichmäßigsten, aber mit mehr oder weniger alkalischem Phosphat, 


* R. WmnsrÄTtBR und F. Racke, Diebigs Ann, der Chem., Bd, 245, S. i, und zwar S. 57 
[1920/21]. 

♦ Diese Angabe ist irrtümlich, sie ist in der V. Abh. dieser Reihe {und mar S. 22g, Fußnote) 
berichtigt worden. Die Zusammensetzung der Phosphatmischung entspricht der Formel 

2[NHi)sP04^3{^^4)2HP04, 

also einem 2^ls-hasisohen Phosphat. Die diesbezüglichen Angaben in den folgenden Seilen sind dem- 
gemäß hier korrigiert. 
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von tertiärem bis zu primärem, war die Zerlegung der Adsorbate gleichfalls möglich, 
wenn auch mit stark schwankender Ausbeute. Ein aus Glycerinextrakt der Pankreas- 
probe Nr. 4 stammendes, durch zweimalige Überführung in Tonerde gewonnenes Ad- 
sorbat gab an primäres, sekundäres und tertiäres Ammoniumphosphat von entsprechen- 
dem Prozentgehalt wie im Versuche 4 67 und 55 und 56% der Lipase ab. In einem 
genau analogen Versuche der Verarbeitung von Pankreasprobe Nr. 3 wurden aber 
nur 14 % der Lipase durch primäres, 42 % durch alkalisches Phosphat (2“/3-Ammoniuni- 
phosphat) eluiert. Das Eluens wirkt also nicht durch' eine bestimmte Acidität, sondern 
durch einen spezifischen Einfluß des Phosphations. Dieses kann aber durch analoge 
Ionen [171] ersetzt werden, wie es im folgenden Versuche mit Arsenat gelungen ist. 

Versuch 5. Das Tonerdeadsorbat war aus 180 ccni geklärtem Glycerinauszug von Paiikreas- 
probe Nr. 3 mit 0,419 g AI2O3 (Darst. .B) gewonnen und enthielt 108 L.E. Die Llution führten 
wir zweimal mit je 40001:1 iproz. primärem Kaliiun arsenat (- 6,0 ccm n-NH3 unter Zusatz von 
30 ccm S/proz. Glycerin aus. Da 1,00 ccm der vereinigten Klutionen 16,6% Spaltung, ent- 
sprechend 0,60 L.E. bewirkte, so waren insgesamt 85 L.R., d. i. 80% des adsorbierten lüizyms, 
eluiert. 

Im Parallelversuch mit 2Vrhasischein Aninionphosphat betrug die Klutionsausbeiitc genau 
übereiastimmend 80%. 

Für die Darstellung der Elutionen in präparativem Maßsfab ist auch ein Gehalt 
des Eluens an Glycerin, und zwar ein beträchtlicher, unersetzlich, da nur dadurch 
die Inaktivierung der Lipase in wäßriger Lösung hintangehalten werden kann. Für 
die Zerlegung der Tonerdeadsorbate dient in den folgenden Arbeiten eine Lösung 
von 2 “/3 -basischem Ammonphosphat, die aus 57 Volumteilen iproz. Diammonphosphat- 
lösung, 3 Teilen n-NH3 und 40 Teilen 87proz. Glycerin besteht und die öfters kurz 
als ,, Ammonphosphat“ bezeichnet werden soll. Dieser Gehalt des Eluens von 33% 
Glycerin genügt zur Stabilisierung für die Dauer von Tagen, solange die Elution 
Phosphat enthält, das gleichfalls eine gewisse Schutzwirkung ausübt. Phosphat- 
freie Lösungen bedürfen eines noch höheren Glyceringehalts, ungefähr 50 % . Die Aus- 
fällung der Phosphorsäure mußte, da bei Gegenwart von Phosphat die Adsorption 
durch Aluiniuiumhydroxyd nicht ausführbar ist, der wiederholten Überführung des 
Enzyms in Tonerde vorangehen. Die Abscheidung der Phosphorsäure mit Magnesia- 
mischung führt leicht, besonders bei höherer Glycerinkonzentration, zu bedeutendem 
Verlust von Lipase. Es ist daher zweckmäßig, die Fällung bei einer Konzentration 
des Glycerins von nur 10 bis 15% vorzunehmen und das Fällungsmittel langsam 
unter kräftigem Durchschütteln einzutragen. Unter diesen Vorsichtsmaßregeln läßt 
sich der Verlust auf 10 bis 15% einschränken. 

Versuch 6, Ausfälluiig der Phosphorsäure. 455 ccm Rlution aus Tonerde mit 555 L.E. 
(0,50 ccm: 16,8% Spaltung, o,6i L-F.) enthielten 259 ccm iproz. (NH4)iHP04 und 182 ccm 
87proz. Glycerin. Zur [172] Abscheidung der Phosphorsäure verdünnten wir die Flüssigkeit 
mit dem gleichen Volumen Wasser und versetzten sie mit 21,0 ccm n-NH4Cl und 21,0 ccm n-NH3. 
Dann fügten wir unter Schütteln allmählich 46 ccm einer loproz. Lösung von Mg(OiCCH3)2 ‘41120 
hinzu und filtrierten alsbald von dem krystallinischen Niederschlag ab. 

Von den 980 ccm Filtrat bewirkten 1,10 ccm 15,7% Spaltung, entsprechend 0,55 L.E. 
Es enthielt also im ganzen 490 L.E. Der Verlust beim Fällen und Filtrieren betrug 12%. 

Versuch 7, Haltbarkeit bei Gegenwart von Glycerin. Von einer 35 % Glycerin enthaltenden 
iVmmonphosphatelution aus Tonerdeadsorbat bewirkten 0,62 ccm, sofort nach der Herstellung 
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bestimmt, 1,73% Spaltung, entsprechend 0,63 B.-B. Nach a) 2- und b) 4tägigem Aufbewahren 
im Bisschrank wurde gefunden; a) 17,0% Spaltung, entsprechend 0,62 B-B., und b) 16,0% Spal- 
tung, entsprechend 0,57 B.B. 

Versuch 8, Haltbarkeit mit Glycerin, aber ohne Phosphat. Bine 33 % Glycerin .enthaltende 
Ammonphosphatelution wurde mit dem gleichen Volumen Wasser verdünnt und in der beschrie- 
benen Weise von Phosphorsäure befreit. Bin Teil des' Fätrats, dessen Glyceringehalt noch 16 % 
betrug, wurde unverändert aufbewahrt, ein anderer Teil auf einen Glyceringehalt von 50% 
gebracht. 


Glyceringehalt 

B-B. nach 0 

22 

70 

1 18 Stunden 

16% 

0.57 

0,11 

0,04 

— 

50% 

0,57 

0,56 

0,56 

0,40 


Die Bösung der schon einigermaßen feinen Bipase bleibt also bei genügender 
Glycerinkonzentration mehrere Tage unversehrt. In diesem Reinheitsgrad, nament- 
lich nach der Abtrennung der Amylase und des Trypsins, zeigt sich die Bipase in 
verdünnterem Glycerin viel unbeständiger, wofür nicht die Alkalität der BÖsung 
verantwortlich ist. 

Versuch 9. 850 ccm einer von Phosphat befreiten ammoniakalischen Tonerdeelutiou mit 
16% Glyceringehalt wurden mit 7,0 ccm n-Essigsäure auf Backmus neutralisiert und aufbewahrt. 
Vor der Neutralisation bewirkten 1,10 ccm der Elution 15,7% Spaltung, entsprechend 0,55 B*E. 
Nach 20 Stunden bewirkten i,ii ccmni der neutralisierten Bösung noch 11,7% Spaltung, ent- 
sprechend 0,32 B.B. 

3. Trennung der Enzyme durch wiederholte Adsorption aus sauerer Bösung. 
ä) Trennung der Lipase von den begleitenden Enzymen. 

Ein Ziel der Adsorptionsvomahmen war die Trennung der Bipase von den anderen 
Pankreasenzymen, und ein Kriterium [173] für den Erfolg der Methodik war die enzy- 
matische Einheitlichkeit der Bipase. 

Die Tonerdeadsorbate, gewonnen aus neutralen Bösungen, führen einen wesent- 
lichen Teil des Trypsins und der Amylase mit, wenn diese Erscheinung, wenigstens 
soweit sie die Amylase betrifft, auch nur auf den Einfluß der nichtenzymatischen 
Beimischungen in den Drüsenauszügen zurückzuführen ist. 

Versuch i, für den ein filtrierter Glycerinauszug aus Pankreasprohe Nr. 5 diente. 

0,125 ccm bewirkten 15,1% Ölspaltung, entsprechend 0,51 B.B. 

0,10 ccm lieferten mit 25 ccm iproz. Stärkelösung {p^ 8,0) bei 37° in 60 Minuten 133,4 mg 
Maltose. s 

10,0 ccm gaben mit 0,60 g Belatine {pn 8,9) bei 30° in 2 Stunden Aciditätszunahme ent- 
sprechend 1,17 ccm 0,8 n-KOH. 

Von diesem Auszug wurden 200 ccm mit i 1 Wasser verdümit und mit der Suspension 
von 6,08 g A1 j 03 {Präp. adsorbiert. Nach dem Abschleudern des Adsorbats und Waschen 
mit Wasser in der Zentrifuge eluierten wir dasselbe amal mit je 250 ccm ,, Ammonphosphat“. 
So gewannen wir 1 360 ccm Adsorptionsre.stlösung und 500 ccm vereinigte Blutionen. 

3,40 ccm Restlösung bewirkten 5,4% Ölspaltung, entsprechend 0,11 B-B. ; 0,625 ccm 
Blution 21,1% Spaltung, entsprechend 0.85 B-B. 

0.68 ccm Restlösung lieferten 122,4 tng Maltose; 0,25 ccm Blution 90,1 mg Maltose. 

68 ccm Restlösung gaben mit Gelatine Aciditätszunahme von 0,56 ccm 0,8 n-KOH; 75,0 ccm 
Blution Zunahme von 0,83 ccm 0,8 n-KOH. 

Die Blution enthielt also ungefähr von der Bipase V5, vom Trypsin ’/3, von der Amylase 73- 

Es gelang, die Abtrennung der Bipase wesentlich zu verbessern, indem die Ad- 
sorption aus saurer Bösung, zweckmäßig o,oin’essigsaurer, vorgenommen wurde. 
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Versuch 2 mit filtriertem Glyceriiiauszug aus Pankreasprobe Nr. 3. 

0,20 ccm bewirkten 22,7% Ölspaltung, entsprechend 0,92 U.P). 

0,08 ccm lieferten 1 15,0 mg Maltose. 

10.0 ccpi gaben mit Gelatine Aciditätszunalime von 0,98 ccm 0,8 n-KOH. 

40 ccm Glycerinariszug verdünnten wir mit dem 5 fachen Volumen Wasser und adsorbierten 
nach Ansäuern mit 2,4 ccm n-Essigsäure mit 1,216 g AbOj (Sorte A). Das mittels der Zentri- 
fuge abgetreimte und gewaschene Adsorbat wurde 2 mal mit je 100 ccm ,, Ammonphosphat“ 
eluiert. Restlösung 272 ccm und Elution 200 ccm. 

2,72 ccm Restläsung bewirkten 11,2% Ölspaltung, entsprechend 0,29 E.E.; 1,00 ccm 
Elution 19,5% Ölspaltung, entsprechend 0,75 E-E. 

[174] 0,544 ccm Restlösung Heferten 105,8 mg Maltose ^ 0,20 ccm Elution lieferten 9,7 mg 
Maltose. 

68.0 ccm Restlösimg gaben mit Gelatine Aciditäts Zunahme, entsprechend 0,97 ccm 
0,8 n-KOH; 25,0 ccm Elution Zunahme entsprechend 0,21 ccm 0,8 n-KOH. 

Die Eipase ist infolge des Säurezusatzes beim Adsorbieren nur von etwa Vjo der Amylase 
und weniger als V5 des Trypsins in der Elution begleitet. 

Die Ergebnisse dieser beiden Versuche sind, bezogen auf aliquote Teile der Lö- 
sungen, in der folgenden Übersicht zusammengestellt. 



Lipase 

Amylase 

Tryp.sin 

Versuch mit neutraler Adsorption 

L.E. 

mg Maltose 

ccm 0,8 n-KOH 

Glyccrinauszug 

■ • 0,51 

13.34 

147 

Adsorptionsrcstlösung 

. . 0,03 

123,4 

0,56 

Elution 

■ • 0,43 

90, r 

0,83 

Versuch, Adsorption bei saurer Reaktion 

Glycerinauszug 

. . 0,92 

1 1 5,0 

0,98 

Adsorptionsrestlösung 

. . 0,15 

105,8 

a 97 

Elution 

• • 0.75 

97 

0,21 


Auch bei wäßrigen Auszügen aus der Drüse ist diese enzymatische Fraktionierung 
gut gelungen. Da nun bei der Adsorption aus saurer Lösung die Hauptmenge der 
begleitenden Enzyme in der Restlösung zurückgelassen wird, so bedarf es nur einer 
Wiederholung des Adsorptions- und Elutionsprozesses, um die Lipase vollkommen 
von Amylase und Trypsin zu befreien. Die erste Elution wird zu diesem Zweck von 
Phosphorsäure befreit und die Überführung des Enzyms aus essigsaurer Flüssigkeit 
in Aluminiumhydroxyd zmn zweiten Male vorgenommen. In der nunmehr mit Phos- 
phat gebildeten Elution kommen Amylase und Trypsin nicht mehr in meßbaren 
Mengen vor. 

Es beruht wohl auf dem Fehlen elektronegativer Eigenschaften, daß die Amylase 
in der Adsorptionsrestlösung zurückbleibt; sie wird vom Aluminiumhydroxyd, viel 
schwieriger adsorbiert. Es ist nicht eine Wirkung von Beimischungen in der Lösung, 
daß die Amylase dem Aluminimnhydroxyd entzogen wird, sondern im Gegenteil, 
soweit sie in das Adsorbat mitgeführt wird, [175] ist dies eine Wirkung der Begleit- 
stoffe. Mit viel reinerer Amylase hatte diese Trennung von der Lipase ebenfalls Erfolg. 
Für den Versuch vermischten wir enzymatisch homogene Lipase mit einem Amylase- 
präparat, das wir durch Behandeln mit Kaolin, wobei die Amylase ebenfalls unadsor- 
biert bleibt, und durch Adsorption bei hoher Alkoholkonzentration mit Aluminium- 
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hydroxyd gereinigt hatten. Aus dem Enzymgemisch ging unter den beschriebenen 
Bedingungen der Adsorption in saurer Lösung von der reinen Amylase nichts in die 
Tonerde (Darstellung A), von der Lipase 95%- 

Beispiel für die Abtrennung von Amylase und Trypsin. 

Klärung des Glycerinauszugs. Das Ausgangsmaterial bestand in 500 ccm 
trübem Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. 3 mit einem Gehalt von 2170 L.K. 
und 1472 Amylaseeinheiten. 

0,20 ccm bewirkten 21,8% Ölspaltung, entsprechend 0,87 L-E. 

0,0032 ccm lieferten mit Stärkelösung 36,9 mg Maltose (lo Minuten), woraus sich die Kon- 
stante der monomolekularen Reaktion ergibt = 0,00942. 

10.0 ccm gaben mit Gelatine Aciditätszunahnie entsprechend 1,35 ccm o,8n-KOH. 

500 ccm Glycerinauszug verdünnten wir mit 2500 ccm Wasser und trennten den 
entstandenen Niederschlag in der Zentrifuge ab (20 Minuten, 2500 Touren), Von dem 
geklärten, gelblich gefärbten Auszug erhielten wir gegen 3000 ccm. 

1,20 ccm vom geklärten Auszug bewirkten 19,0% Ölspaltung, entsprechend 0,72 L-E. 

0,0192 ccm desselben lieferten 34,9 mg Maltose, woraus sich berechnet k = 0,00894. 

60.0 ccm gaben mit Gelatine Aciditätszunahme, entsprechend 1,36 ccm o,8n“KOH. 

Beim Klären ist der Gehalt an Lipase auf 1800 Einheiten, an Amylase auf 1397 Ein- 
heiten zurückgegangen. 

Erste Adsorption. Der geklärte Auszug, 2930 ccni, angesäuert mit 30 ccm 
n-Essigsäure, wurde mit 750 ccm Tonerdesuspension (Darstellung B) geschüttelt, die 
6,975 g AI2O3 enthielten. Durch Zentrifugieren (5 Minuten, 2500 Umdrehungen) 
trennten wir 3400 ccm Restlösung vom Adsorbat ab. 

[176] 3,40 ccm Restlösung bewirkten 8,8% Ölspalttmg, entsprechend 0,18 L-E. 

0,0224 ccm Restlösung lieferten 27,8 mg Maltose, entsprechend k ~ 0,00696. 

68.0 ccm gaben mit Gelatine Aciditätszunahme entsprechend 1,42 ccm o,8n-KOiI. 

In der Restlösung waren neben 180 L.E. 1058 A.E., also 76% Amylase zusammen 
mit 10% der Lipase. 

Erste Elution. Das Adsorbat wurde in den Zentrifugengläsem mit 1200 ccm 
20proz. Glycerin gewaschen — bei der Waschung mit Wasser traten regelmäßig be- 
trächtliche Verluste durch Enzymzerstörung ein — und (Jarauf 2 mal mit je 600 ccm 
,, Ammonphosphat” eluiert. Die in der Zentrifuge vom Tonerdeschlamm abgetrennten 
(10 Minuten, 3600 Umdrehungen) Elutionen, zusammen 1190 ccm, versetzten wir 
zur Stabilisierung mit 397 ccm 87proz. Glycerin, um sie erst nach einigen Stunden 
weiter zu verarbeiten, während wir die Bestimmungen sofort vomahmen. 

1.00 ccm Elution bewirkte 19,8% Ölspaltung, entsprechend 0.76 L.E. 

0,0064 ccm lieferten 8,7 mg Maltose, entsprechend h ~ 0,00206. 

32.0 ccm gaben mit Gelatine Aciditätszunahme entsprechend 0,19 ccm o, 8 n'K 0 H. 

Die Elution enthielt 2/3 der angewandten Lipase, begleitet von nur 3^2% der 
anfangs vorhandenen Amylase. 

Ausfällung der Phosphorsäure. Die 50% Glycerin enthaltende Elution, 
1550 ccm, versetzten wir mit 2820 ccm Wasser, 54 ccm n-NH4Cl und ebenso viel 
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11-NH3 und fällten unter kräftigem Umschütteln mit iiöccm 10 proz. Magnesium- 
acetatlösung die Phosphorsäure aus. 

Zweite Adsorption. Das phosphatfreie Filtrat, 4350 ccm, säuerten wir mit 
50 ccm n-Essigsäure an und führten die Adsorption mit 700 ccm desselben Aluniinium- 
hydroxyds aus (6,510 g AI2O3). Nach dem Zentrifugieren (5 Minuten, 3400 Touren) 
wurden 4950 ccm Restlösung abgegossen und analysiert. 

10.00 caii Restlösung bewirkten 0,7% Ölspaltung, entsprechend 0.07 L.K. 

0,320 ccm lieferten 5,2 mg Maltose, entsprechend k ^ 0,00122. 

100 ccm gaben mit Gelatine Aciditätszunahnie, entsprecliend 0,10 ccm 0,8 n-KOH. 

[177] Zweite Elution. Es ist nicht zweckmäßig, das Adsorbat zu waschen, da 
es sich zu schwer wieder absetzt. Es wird sogleich 2 mal mit je 500 ccm ,,Animon- 
pliosphat“ eluiert, darauf die Lösungen abzentrifugiert (5 Minuten, 3600 Touren) 
und vereinigt (970 ccm). 

1.00 ccm Elution bewirkte 17,6% Ölspaltung, entsprechend 0,65 L.E. 

0,10 ccm lieferten keinen reduzierenden Zucker. 

20.0 ccm gaben mit Gelatine keine Aciditätszuualmie. 

Die Elution enthielt, frei von den begleitenden Enzymen, 634 Lipaseeinheiten, 
d. i. 35 % der Lipase des geklärten Gly cerin auszugs. Der Versuch ist in einem Punkte 
unvollkommen; die Beseitigung der Phosphorsäure aus der ersten Elution war noch 
verlustbringend, was uns in der Folge (vgl. die Angaben des Versuchs 6 im 2. Abschnitt) 
zu vermeiden gelang. 

Das Ergebnis dieses Versuchs, die Lipase von ihren diastatisclien und tr3’ptischen 
Begleitern zu trennen, soll in der folgenden Übersicht mit den Enzymwerten der 
getrockneten Pankreasdrüse vervollständigt werden. 



Eipase- 

Amylase- 

Trypsinwirkung 


einlieiteii 

ciiiheiten 

ccm 0,8 n-KOH 

Getr. Pankreasdrüse (Probe 3), 31,25g. . . . 

. ■ • 2531 

1469 

2,71 

Roher Glycerinauszug, 500 ccm 

. . . 2170 

1472 

U 35 

Geklärter Auszug 

. . . 1800 

1397 

1.36 

Erstes Tonerdeadsorbat 

Restlösuiig 

. . . 180 

1058 

1,42 

Elution 

. . . 1210 

51 

0,19 

Zweites Tonerd^dsorbat 

Restlösung 

• • • 3 

^9 

0,10 

Elution 

■ . . 634 

0 

0 


^Reinheitsgrad nach der Tonerdeadsorption. 

Um den durch Adsorption mit Tonerde erzielten Reinheitsgrad der Lipase zu 
bestimmen, dialysierten wir die von Phosphorsäure befreiten Elutionen ; das Glycerin 
vollständig zu entfernen, gelingt bei 5- bis 6 tägiger Dialyse aus sogenannten Fisch- 
blasen gegen fließendes destilliertes Wasser, wobei die Lösungen ihre lipatische Wirkung 
voEständig einbüßen. Unter der Voraussetzung, daß die Substanz der Lipase ohne 
Verlust im Dialysator zurückg^lieben ist, wird der Reinheitsgrad aus der lipatischen 
[178] Wirkung vor derr^alyse und dem Abdampfrückstand berechnet. 
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Von der phosphatfreien ersten Tonerdeelution lieferten 90 ccm, 24 T.ß enthaltend, nach 
5 tägiger Dialyse 0,0267 g Trockenrückstand ; daraus ergibt sich der Dipasewert 9,0. 

Von der Blution aus dem zweiten Tonerdeadsorbat unterwarfen wir nach Ausfällung der 
Phosphorsäure 200 ccm mit einem Gehalt von 36 I/.B. der Dialyse während 6 Tagen. Die. von 
Glycerin und den Salzen befreite TÖsung hinterließ beim Verdampfen 0,0156 g Trockengewicht. 
Daraus wird für die Elution der Eipasewert 23,1 berechnet. 

In der Elution nach einmaliger Adsorption ist die Eipase demnach etwa 3 mal 
konzentrierter als im geklärten Glycerinauszug, in der Elution aus dem zweiten Ad- 
sorbat wird der Reinheitsgrad etwa 2^/2mal höher als in der ersten Elution und gegen 
30 mal besser als in der Drüse gefunden. 

Die Glycerinauszüge der Drüsen zeigen die verschiedenen Eiweißreaktionen und 
andere Begleiterreaktionen. Nach einmaliger Isolierung aus Tonerdeadsorbat wird 
die Eipaselösung (^/2 E.E. in i ccm) noch von Uranylacetat, Ferrocyanid, Bleiessig 
(weniger reichlich durch Bleizucker) gefällt. Nach der zweiten Tonerdereinigung er- 
zeugen Uranacetat, Ferrocyauwasserstoffsäure und Bleiacetat keine Fällung mehr, 
Bleiessig noch eine schwache Trübung. 

Ähnlich wie Invertin (vgl. die 3, Abhandlung) kann Eipase von solchen Fällungen 
adsorbiert werden. Beim Fällen eines Glycerinauszugs mit 5proz. Bleiessig entstand 
ein reichlicher Niederschlag, der die Eipase bis auf 2 % , die in der Mutterlauge blieben, 
einschloß. Mit ,,Ammonphosphat'‘ ließ sich durch einmaliges Eluieren die Hälfte 
der Eipase f reilegen, begleitet von einem Teil der Amylase. Auch aus der Elution 
der Tonerde adsorbierte der mit Bleiessig entstehende Niederschlag die Eipase bis 
auf einen Rest von 4%, und das Enzym konnte aus der Bleifällung mit „Ammon- 
phosphat" eluiert werden (28% Ausbeute). 

Die Elutionen der ersten Tonerdeadsorbate geben die Millonsche Reaktion stark 
und die Ninhydrinreaktion deutlich. Die erstere ist abgeschwächt nach der zweiten 
Reinigung, während die Ninhydrinprobe noch positiv ausfällt. 

[179] Die Reaktion von Molisch geben diese Eipaselösungen schwach. 

b) Trennung von Amylase und Try-psin. 

Bei der ersten Adsorption sind in der sauer reagierenden Restlösung zusammen 
mit einem kleinen Teil der Eipase diastatisches und proteolytisches Enzym in der 
Hauptmenge zurückgeblieben. Sie von Eipase vollständig zu befreien und von ein- 
ander zu trennen, ist durch weitere Anwendung der Adsorptionsmethoden gelungen, 
über die wir in einer folgenden Abhandlung dieser Reihe gemeinsam mit Herrn A. R. F. 
Hesse berichten werden. 

Die Eipase wird aus dem Enzymgemisch durch nochmalige Behandlung der 
Restlösung mit Aluminiumhydroxyd entfernt. Darauf werden Amylase und Trypsin 
auf Grund der stärker elektropositiven Eigenschaften des Trypsins mit Kaolin frak- 
tioniert. Die Begleitstoffe bewirken, daß anfangs, nämlich bei der ersten Ein\Virkung 
von Kaolin, ein Teil der Amylase in das Adsorbens übergeht, und zugleich stören 
sie die Adsorption des Trypsins. Aber dabei verarmt die Enzymlösung an den für 
die Adsorption einflußreichen Beimischungen. Dann läßt sich die Bindung des Tryp- 
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sins durch Kaolin vervollständigen ohne weiteres Mitwandern der Amylase, die in 
70 bis 75% Ausbeute enzymatisch einheitlich in der Mutterlauge zuriiekbleibt. 

■Das proteolytische Enzym wird aus dem Kaolinadsorbat durch das „Ammonium- 
phosphat“ eluiert. 

III. Reinigung der Lipase durch Kaolinadsorption, 

Die Isolierung des Enz>Tns zielte zuerst darauf hin, die Lipase enzymatisch 
homogen zu erhalten. Von diesem Punkte an wird für die weitere Reinigung die 
Methode von der Bestimmung der enzymatischen Konzentration geleitet, d. h. des 
durch den Lipasewert ausgedrückten Reinheitsgrades. Es ist mit einem Schritte 
durch den Wechsel vom elektropositiven zum elektronegativen Adsorbens gelungen, 
den Reinheitsgrad auf das achtfache zu steigern und zugleich die Eiweißreaktionen 
der Enzymlüsung zum Verschwinden zu bringen. 

Als elektronegatives Mittel, an dem das [180] Adsorptionsverhalten der Lipase 
geprüft wird, dient Kaolin. Die Adsorption, für die Elutionen aus ersten und aus 
zweiten Tonerdeadsorbaten angewandt und die bei saurer Reaktion ausgeführt wurde, 
verlauft quantitativ. Es hat sich nicht gezeigt, daß die Adsorption durch Verdünnen 
befördert wird, indessen ist zu berücksichtigen, daß in unseren Versuchen die Kon* 
zentrationsunterschiede der Lipase verhältnismäßig gering sind. Das untersuchte 
Beispiel scheint eher eine Verminderung der Adsorption beim Verdünnen anzudeuten. 

Drei Sorten von Kaolin wurden veiw^endet, nämlich i. das nach Wii,lstäTTF,r und 
Rackb^ zur Erhöhung des Adsorptionsvermögens mit Salzsäure gekochte und mit 
Wasser gründlich gewaschene Kaolin, dessen Partikel auf Lackmuspapier saure Reak- 
tion hervorrufen; 2. dasselbe Kaolin, mit verdünntem Ammoniak digeriert und wieder 
mit Wasser gewaschen, auf Lackmus neutral reagierend; 3. elektroosmotisch gereinigtes 
Kaolin, das uns durch die Freundlichkeit des Herrn Dr. Erwin Mayer von der Elektro- 
Osmose-A.-G. in Wien zur Verfügung gestellt war. Verglichen mit dem Adsorptioiis- 
vermögen der Tonerde ist die Aufnalunefähigkeit des Kaolins wie auch gegenüber 
anderen Adsorbenden nicht groß, sie ist im besten Falle 10- bis 5mal geringer. Bei 
weitem am günstigsten mit Adsorptionswerten bis etwa 40 wirkte das elektroosmotische 
Kaolin, am ungünstigsten das durch Ammoniak neutralisierte. 

Versuch I. Von einer zweimal nach dem Tonerde verfahren gereinigten, phosphat freien 
Enzymlösung bewirkten 4,20 ccm 17,7 % Spaltung, entsprechend 0.65 E.E. Davon wurden je 
168 ccm. enthaltend 26.L.E., mit 3.4 ccm n-Essigsäure zu “/, 00- Acidität angesäuert und mit 
168 ccm Wasser auf 15% Glyceringehalt verdünnt, 

a) Zur Adsorption dienten 4,8 g Kaolin I; die vom Adsorbat getrennte Restlösung (340 ccm) 
enthielt noch 6.1 L.E., da 8.40 ccm 7,9% Spaltung, entsprechend 0,15 L.E. bewirkten. Es 
waren also 20 L.E., d. i. 77% des Enzyms, adsorbiert; daher ist der Adsorptionswert des Kao- 
,hns 4,2. , 

b) Unter gleichen Umständen wurde die Adsorption mit 4,8 g Kaolin II vorgenonimen ; 
von der erhaltenen Restlösung bewirkten 8,40 ccm 13,2% Spaltung, entsprechend 0,40 L.E. 
In di^em FaHc waren noch [181] 16 L.E. in der Mutterlauge. 10 L.E.. d. i. 39%, im Adsorbat; 
bei diesem Grade der Adsorption ist der A.W. der Kaolinsorte 2.1. 

* Liebigs Ann. der Chem. Bd. 425, S. i. und zwar S, 86 [1920/21]. 
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Versuch 2. Die angewandte Rnzymlösung war durch eimnahge Adsorption mit Tonerde 
gereinigt und sie war frei von Phosphat; 2,20 ccm bewirkten 14,4% Spaltung, entsprechend 
0,48 Iy,K. 285 ccm Lösung von 62 L-E. machten wir mit Essigsäure 0,01 n-sauer und behan- 
delten die 16% Glycerin enthaltende Lösung mit der Aufschlämmung von 4,8 g elektroosmo- 
tischem Kaohn, Von der Adsorptionsrestlösung {305 ccm) bewirkten 4,94 ccm 1,4% Spaltung, 
entsprechend 0,02 L.E. in der Probe und 1,2 L-E. im ganzen. 

Das Kaolin hatte mithin 60,8 L.E., d. i. 98%, adsorbiert; der Adsorptionswert belief sidi 
bei der vollständigen Adsorption auf 12,7. 

Versuch 3, Von einer durch Tonerde gereinigten, phosphatfreien Lösung enthielten 400 ccm 
106 L.-E. (2,00 ccm; 15,5% Spaltung, 0,53 L.-E.). 

a) Die Hälfte der Lösung wur^e mit dem gleichen Volumen Wasser verdünnt und nach 
Ansäuern mit 5,0 ccm n-Essigsäure mit 1,2 g elektroosmotischem Kaolin behandelt. 5,00 ccm 
Restlösung bewirkten 6,2% Spaltimg, entspreclieiid 0,09 L.E. Also waren 7,6 L.E. zurück- 
geblieben und 45,4 L.E., d. i. 86%, adsorbiert; A.W. des Kaolins 38. 

b) Weitere 200 ccm verdünnten wir mit 800 ccm Wasser, säuerten mit 10 ccm n-Essigsäure 
an und adsorbierten mit 0,6 g Kaolin III; 10 ccm Restlösung bewirkten 10,6% Spaltung, ent- 
sprechend 0,27 L-E. Die Restlösuüg und das Adsorbat enthielten also je 26,5 L-E. und der A.W. 
des Kaolins war 44 für die nur 5oproz. Adsorption. 

Die Adsorption durch Kaolin wird zum Unterschied von derjenigen durch Ton- 
erde von anwesendem Phosphat nicht gestört, nur wird der Adsorptionswert mäßig 
herabgesetzt. 

Versuch 4. Zweimal mit Tonerde gereinigte Lipase, nämlich 100 ccm Ammonphosphat- 
elution vom Versuch i mit 34 L.E. (1,50 ccm bewirkten 15,1 % Spaltung, entsprechend 0,51 L.E.) 
verdünnte man mit dem gleichen Volmuen Wasser zu einem Glycerhigehalt von 15%, säuerte 
mit 4 ccm n-Essigsäure an und adsorbierte das Enzym mit 4,8 g Kaolin I. Von der Restlösiing 
bewirkten 6,0 ccm i6,i % Spaltung, entsprechend 0,57 L.E. Sie enthielt im ganzen 20 L.E., 
das Adsorbat 14 L.E, d. i. 41 %. A.W. des Kaolins 2,9 (vgl. den Wert 4,2 bei 77proz. Adsorption 
im I. Vers.). 

Versuch 5. 200 ccm einmal gereinigte, phosphatfreie Lipaselösung (des Vers. 3, 3 Tage 
später) von 33 L.E. {2,00 ccm: 11,9% Spaltung, 0,33 L.E.) wurden mit 200 ccm iproz. Mono- 
kahumphosphat zum Gehalt von 1 5 % Glycerin verdünnt und mit 20 ccm ^/5-Essigsäure ange- 
säuert. Nach der Einwirkung von 1,20 g elektroosmotischem Kaolin bewirkten 5,00 ccm Rest- 
lösung 7,8% Spaltung, entsprechend 0,15 L-E. Daher enthielt die ganze Restlösung 12 L.E^, 
das Adsorbat 21 L.E. = 64%. [182] Der Adsorptionswert des Kaohns war 17,5 (gegen 38 bei 
86 proz. Adsorption im Vers. 3 a). 

Die Kaolinadsorbate lassen sich von Ammoniak und alkalischem Phosphat 
eluieren, indessen zumeist mit geringerer Ausbeute als die Tonerdeadsorbate. Mit 
sehr verdünntem Ammoniak erzielten wir ungefähr 50%, mit 22/3-basischem Ammoii- 
phosphat 50 bis über 70% Ausbeute, mit dem entsprechenden Arsenat, wofür aber 
nur ein Beispiel vorliegt, weniger als $ 0 %. 

Für die präparativen Zwecke diente zur Elution, die wir im folgenden an einem 
Beispiel beschreiben, vorzugsweise ammoniakalisches Phosphat, , während die anderen 
Eluentien nur in einigen Vorversuchen zum Vergleich herangezogen wurden. 

Elution mit Ammoniak. Phosphathaltige Elution aus zweitem Tonerdeadsorbat be- 
wirkte mit 1,00 ccm 17,6% Spaltmig, entsprechend 0.65 L.E. Die ganze Lösung von 634 L.E. 
in 970 ccm wurde mit 480 ccm Wasser verdünnt, so daß sie 20 % Glycerin enthielt, mit 30 ccm 
n-Essigsäure angesäuert und mit 48 g Kaohn III geschüttelt. Das abzentrifugierte Adsorbat 
wurde sogleich 2 mal mit der Mischung von 120 ccm 87 proz. Glycerin 4- 180 ccm 0,02 n-NH3 
eluiert. Von der Adsorptiorrsrestlösung, 1640 ccm, bewirkten 2,00 ccm 6.5% Spaltung, ent- 
sprechend 0,11 L.E. Daraus folgt, daß 546 L.E. , d. i. 86%, adsorbiert waren. Von dieser 
Lipasemenge findet sich die Hälfte in der Elution wieder, die mit 1,00 ccm 13,9% Spaltung, 
entsprechend 0,44 L.E., bewirkte, also in 620 ccm 273 L.E. enthielt. 
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Elution mit Arsenat. 285 ccm Lösung von 62 L.E. waren durch eimnalige Reinigung 
mit Aluniiniuinhydroxyd gewonnen und von Phosphat befreit. Daraus adsorbierten 4,8 g Kao- 
lin III 60,8 L.E. Das Adsorbat eluierten wir, ohne es zu waschen, wiederholt mit je 75 ccm 
des Gemisches von 30 ccm 87 proz. Glycerin, 39 ccm i proz. primärem Kaliumarsenat und 6 ccm 
n-NHj. In der Elution, wovon 1,50 ccm 10,9% Spaltung entsprechend 0,28 L-R. bewirkten, 
fanden wir 27,1 L.B., d. i. 45 % der adsorbierten Menge. 

Beispiel der Reinigung mit Kaolin. 

Das Ausgangsmaterial war aus Tonerdeadsorbat durch Elution mit Ammon- 
phosphat gewonnene, 50% Glycerin enthaltende Lösung von 1152 L.E. in 1600 ccm 
(1,00 ccm: 18,9% Spaltung, 0,72 L.K.). Nach Verdünnen mit dem gleichen Volumen 
Wasser und Ansäuern mit 40 ccm n-Essigsäure ließen [183] wir die Aufschlämmung 
(300 ccm) von 72 g elektroosmotisch gereinigtem Kaolin einwirken. Das Adsorbat 
setzte sich beim Zentrifugieren (10 Minuten, 2500 Umdrehungen) gut ab und wurde 
ohne Waschen sogleich in den Zentrifugengläsern zweimal mit je 400 ccm ,, Ammonium- 
phosphat“ angerührt. Die Elution trennten wir wieder durch Zentrifugieren vom 
Schlamme, der sich in der Hauptmenge fest zusammenklumpte, während ein wenig 
Kaolin sich kolloid verteilte und die Elution stark trübte. Die Lipaselösung, 770 ccm, 
stabilisierte man zur Aufbewahrung über Nacht, indem man sie durch Zusatz von 
Glycerin (260 ccm, 87 proz.) auf einen Gehalt von 50% brachte. Nun bewirkten 
0,75 ccm 19,1 % Spaltung, entsprechend 0,70 L.E. Die gesamte Elution enthielt 
daher 753 L-E., d. i. 65% vom angewandten Enz^mi. 

Die Klärung der Enzymlösung gelingt ohne nennenswerten Verlust beim Ab- 
saugen auf gehärtetem Eilter, das mit einer dünnen Haut von Kieselgur bedeckt ist. 

Reinheitsgrad nach der Kaolinadsorption. 

Die Steigerung der enzymatischen Konzentration durch die Adsorption mit Kaolin 
ist sehr bedeutend, wenn die zweimalige Reinigung mit Aluminiumhydroxyd voran- 
gegangen ist. Hingegen bietet die aufeinanderfolgende Anwendung von Tonerde 
und von Kaolin keinen Vorteil im Vergleich zur wiederholten Anwendung der Tonerde. 

Eine mit Aluminiunihydroxyd und mit elektroosmotischem Kaolin je eimiial gereinigte 
Lipasclösung. die in 50 ccm 34 L.E. enthielt, wurde durch 5 tägige Dialyse gegen fließendes 
Wasser von Glycerin und Salzen befreit. Aus dem Abdampf rückstand von 0,0132 g ergibt sich 
der Lipasewert 25,8. • 

Hingegen hinterheß eine 2 mal mit Tonerde, dann mit Kaolin gereinigte Lösung von 35 L.E. 
in 95 ccm nach 6 tägiger Dialyse nur 0,0017 g 'Trockengewicht, wofür sich der Lipasewert 207 
berechnet, die 25ofache Enzymkonzentration iin Vergleich znm angewandten trockenen Drusen- 
material. 

Die bekannten Eällungs- und Farbreaktionen der rohen Enzymlösungen blieben 
bei der so gereinigten Lipase aus. Auch die Reaktionen von Millon und die von 
Modisch waren [184] negativ, nur eine ganz schwache Ninhydrinreaktion zeigte 
noch eine Spur von Eiweißabbauprodukt an. 

IV. Isolierung der Lipase mit Tristearin und Cholesterin. 

Die Lipase kann aus den Lösungen, die nach den beschriebenen Adsorptions- 
methoden gereinigt sind, nicht durch Fällung oder Dialyse und Eindampfen in wirk- 
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sanier Form isoliert werden. Darum versuchten wir, die lyipase an Adsorbentien 
zu binden, die in organischen Lösungsmitteln löslich sind und die nach Sättigung 
mit dem Enzym bei ilirer Auflösung dasselbe hinterlassen sollen. Hier knüpft imsere 
Arbeit an die ältesten Versuche von E. Brücke ^ zur Isolierung von Pepsin an, die 
einesteils durch Adsorption mit phosphorsaurem Kalk, andemteils mit Cholesterin 
ausgeführt sind. In derselben Absicht untersuchten R. Wieestätter und A. Madika- 
VEiTiA^ die Adsorption von Katalase und fanden dafür Tristearin geeignet; aber 
der Weg wurde nicht weiter verfolgt, da beim Herauslösen des Fettes aus dem Adsor- 
bate die Katalase ihre spezifische Wirkung einbüßte. Für die Wahl eben dieses Adsor- 
bens für Katalase ist das Vorkommen des Enzyms in dem Fettgewebe wegleitend 
gewesen. Es liegt nun sehr nahe, ebenfalls ein Fett für die Adsorption unseres fett- 
spaltenden Enzyms anzuwenden. Und es gelingt in der Tat, Lipase aus ihren Lösungen, 
sauren ebenso wie alkalischen, durch Tristearin zu adsorbieren. Stearinsäure, welche 
Katalase viel schlechter adsorbiert als Tristearin, und ihre Derivate wie Stearinsäure- 
amid sind für die Adsorption gleichfalls brauchbar. Das Verhalten der Lipase gegen 
Cholesterin ist ähnlich und dieses findet in den folgenden Versuchen neben Tristearin 
für den praktischen Zweck Anwendung. 

Die Wirkung einer Lipaselösung sinkt, wenn man sie mit festem Tristearin, sogar 
grob verteiltem, einige Minuten stehen läßt. Der Rückgang wird bedeutender, wenn 
auch die [185] Glycerinkonzentration der Flüssigkeit herabgesetzt wird. Unter diesen 
Umständen verteilt sich die Lipase zwischen dem Wasser und dem Tristearin. Es 
tritt nicht eine Hemmung durch Tristearin ein, sondern dieses bildet ein Adsorbat, 
worin das Enzym, wie in der vorigen Abhandlung (Abschnitt I, 6) schon gezeigt wurde, 
nur in sehr geringem Maße wirksam ist. Im Filtrat fehlt von der Lipase, je nach den 
Versuchsbedingungen, ein mehr oder weniger großer Teil. 

Versuch i. Angewandt war eine mit Tonerde gereinigte, 50 % Glycerin enthaltende Eipase- 
lösung, von der 1,95 ccm 124% Ölspaltui^, entsprechend 0,36 LL- bewirkten. Davon wurden 
je 1,95 ccm a) unverdünnt mit 0,2 g grobpulvrigem Tristearin (E. Merck) unter zeitweisem 
Umschütteln 3 Minuten stehen gelassen; b) mit der 4 fachen Menge Wasser verdünnt und ebenso 
mit Tristearin behandelt; c) zum Vergleich ohne Tristearin mit 7,80 ccm Was.ser verdünnt und 
nach 3 Minuten wieder bestimmt. Die Proben bewirkten a) 11,5, b) 9,8, c) 124% Spaltung, 
entsprechend a) 0,31, b) 0,23. c) unveränderten 0,36 E.E 

Während im i. Versuch das Olivenöl wie sonst Substrat der Lipase ist, wird im 
folgenden das Verhalten der Lipase gegen das Adsorbens Tristearin geprüft. Man 
beobachtet beginnende Spaltung, aber sie bleibt stehen. Das Enzym scheint so fixiert 
zu sein, daß ihm nur ein gewisser Teil des Tristearins erreichbar ist und daß es nach 
dessen Hydrolyse nicht mehr mit weiteren Tristearinmolekülen in Reaktion zu treten 
vermag. 

Versuch 2. Von einer vom Phosphat befreiten Elution ans Tonerdeadsorbat behandelten 
wir 5,8 ccm, die 1,00 E-E. enthielten, genau unter den Bedingungen der Eipasebestimmung, 

' Sitzujttgsber. d. mathem.-naturw. Klasse d, k. k. Akademie der Wissenschaften Wien, 
Bd. 43, 2. Abt., S. 601, und zwar S. 606 [1861]. 

. * A. MadinaveiTia, ,,Zur Kenntnis der Katalase“, Promotionsarbeit Zürich, Technische 
Hochschule, 1912, und zwar S. 34. {Abhandlung Nr. J4 im AbschniU V.) 
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nur ohne Olivenöl, mit 2,5 g grobpulvrigeni Tristearin, einer Menge, die den größten Teil der 
Lipase aufzunehmen vermag, und ermittelten a) nach i Stunde, b) nach 2 Stunden die gebildete 
Fettsäure durch Titration in alkoholisch-ätherischer Lösung. Die Stearinsäure erforderte 
a) 0,64, b) 0,64 ccm o,S n-KOH, entsprechend einer Spaltung des Tristearins in beiden Proben 
von 6, 1 % . 

Das AdsorptionsvermÖgen muß natürlich durch feinere Verteilung gesteigert 
^verden. So passend die V^suchsanordnung von E. Brücke, Überschichten der 
Enzymlösung mit einer Äther-Alkohol-Lösung des Cholesterins, zu sein scheint, um 
^den organischen Stoff, aufs feinste verteilt, in die ^yäßrige I^ösung des Enzyms zu 
schicken, so ist sie doch hier wegen der Empfindlichkeit der Topase nicht zu empfehlen. 
Es handelt [186] sich darum, die Adsorption rasch auszuführen; eine sehr feine, schwer 
abzutrennende Emulsion ist zu vermeiden. Wir stellten eine wäßrige Tristearin- 
emulsion dar, indem wir das Fett in warmem Aceton auflösten und die Lösung unter 
kräftigem Schütteln in heißes Wasser eintrugen. Auch beim Verjagen des Metoiis 
auf dem Wasserbad und noch nach 'dem Erkalten bleibt bis auf eine geringe grob- 
flockige Ausscheidung die Emulsion bestehen. Aber es ist zu schwierig, sie in der 
Zentrifuge abzutrennen oder sie rasch genug zu filtrieren. Dagegen bewährt sich eine 
mäßig feine Verteilung, die man durch Schmelzen des Tristearins oder Cholesterins 
in 87proz. Glycerin und kräftiges Schütteln während des Erkaltens erzeugt. Der 
adsorbierte Anteil des Enzyxiis steigt, wie der Versuch 3 zeigt, mit wachsender Menge 
von Tristearin, aber die vollständige Adsorption der üipase erfordert unverhältnis- 
mäßig viel Adsorbens; zugleich wird die im i. Versuch beobachtete Abhängigkeit 
von der Glycerinkonzentration bestätigt. Der Mutterlauge läßt sich mit einer neuen 
Menge Tristearin ein weiterer Teil des Enzyms entziehen. 

Versuch 3. Die angewandte Lipaselösuiig, eluiert aus Tonerde und befreit von Phosphat, 
bewirkte mit 2,00 cern 14,1 % Spaltung, entsprechend 0,45 L.E. Je 100 ccm der schwach ammo- 
niakalischen Lösung ließen wir, mit wechselnden Beträgen Wasser verdünnt, mit verschiedenen 
Mengen der Suspension von i Teil Tristearin in 15 Teilen S/proz. Glycerin 10 Minuten unter 
häufigem Umschütteln stehen. Die Adsorbate wurden auf gehärteten Filtern abgesaugt und ali- 
quote Teile der Mutterlaugen bestimmt. 


Angewandt 22,5 L-E. 


Tristearin g Glyceringehalt % L.E. 


1,0 

50 

t 

2,0 

20 


2,0 

10 


4,0 

20 



der Mutterlauge 

Adsorb. Lipase 

18,0 

20 

8,5 

62 

8,5 

62 

5,5 

76 


Verdoppelte Tristearinmenge ergab dreimal höheren Adsorjitionsgrad, da zugleich 
die Glycerinkonzentration von 50 auf 20% herabgesetzt war; weitere Verdünnung 
übte kei'nen Einfluß aus. Verdoppelung des Tristearins von 2 auf 4 g verbesserte 
den Adsorptionsgrad nur von 62 auf 76%. 

[187] Versuch 4. Eine Elution aus Tonerdeadsorbat, deren Glyceringehalt 50% betrug, ent- 
hielt in 2,00 ccm (12,6% Spaltung) 0,37 LE. 750 ccm derselben mit 139 L.E. verdünnten wir 
mit 2025 ccra Wasser und trugen unter Schütteln die Suspension von 1 5 g Tristearin in 225 ccm 
Glycerin ein. Nach 10 Minuten filtrierte man 3 1 Mutterlauge ab, die noch 41 L.E. enthielten 
(8,00 ccm; 6,7% Spaltung, o,n L.E.). Die Adsorption erstreckte sich auf 71%. 
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Von dieser Restlösung wurden 800 ccm, 1 1 E.E. enthaltend, mit 1 50 ccm Wasser verdünnt 
und mit 4 g Tristearin in 50 ccm Glycerin noclmials in derselben Weise behandelt. 1 1 des 
neuen Filtrates enthielt 7 E-E- (10,00 ccm: 4,5 % Spaltung, 0,07 E.E.), Die zweite Stearinmenge 
hat 34 % des noch vorhandenen Enzyms aufgenommen, wobei sich der Adsorptionswert auf 
verminderte. 

Während gemäß Versuch 5 Tristearin aus schwach saurer und schwach alkalischer 
EÖsung das Enzym in gleichem Maße adsorbiert, wird durch Anwesenheit von Phosphat 
die Adsorption gänzlich verhindert, ebenso wie die Tonerdeadsorption oder noch 
vollständiger. 

Versuch 5. Jede der Vergleichsproben bestand in 100 can phosphatfreier schwach alka- 
lischer Elution aus Tonerde (50% Glycerin) mit einem Gehalt von 21,5 E-E. (2,00 ccm: 13.7% 
Spaltung, 0,43 E.E.). die für den Versuch mit 300 ccm Wasser verdüimt mid mit der Suspension 
von 2 g Tristearin in 30 ccm Glycerin behandelt wurden. Die Zusätze waren a) 5 ccm n-HsvSig- 
säure, b) 4 ccm n-Aiiunoiiiak mid c) 8 ccm mol. Dinatriumphosphat. Von je 430 ccm Filtrat 
bewirkten 10,0 can a) 10,5 % Spaltung, entsprechend 0,25 E.E., b) 10,1 % Spaltung, entsprediend 
0,34 E.E., c) 15,0% Spaltung, entsprechend 0,51 E-E. 

Die Restlösungen enthielten also noch a) r 0,8, b) 10,3 und c) 22,0 E-E. md die adsorbierten 
Mengen betrugen 50, 48 und 0% der Eipase. 

Da das Phosphat der Adsorption durch Tristearin entgegenwirkt, so läßt sich 
vorhersehen, daß die Adsorbate an Tristearin und Cholesterin durch das nämliche 
Reagens zerlegbar sind wie die Tonerdeadsorbate, nämlich durch glycerinhaltiges, 
ammoniakaHsches Phosphat. Wie die folgenden Versuche zeigen, bestätigt sich diese 
Erwartung. Es ist so bisher mit Ausbeuten bis zu 60 % gelungen, die Eipase zu eluieren 
und in den Elutionen wirksam wiederzufinden. Ob dies auch nach längerem Bestehen 
des Adsorptionszustandes noch gelingen würde oder ob das Enzym im Adsorbate 
allmälilich auch in irreversibler Weise inaktiviert wird, wurde noch nicht geprüft. 
[188] Diese V'ersuche sind von entscheidender Bedeutung für unsere Kenntnis der 
Adsorbate und für ihre Anwendung zur Isolierung der Eipase. Die theoretische Be- 
deutung ist deshalb hoch zu schätzen, weil die Bestimmung der Adsorbate zu falschen 
Schlüssen führen könnte. Da die Eipase in den Adsorbaten unter den Bedingungen 
unserer Bestimmung nur sehr wenig wirksam ist, könnte man zu der Ansicht kommen, 
daß darin das Enzym fast in seiner ganzen Menge zerstört sei. Da aber ein großer 
Teil in aktivem Zustand wieder freigelegt werden kann, ist cs gewiß, daß das Enzym 
auch in den Adsorbaten noch aktiv existiert und daß es darin einer Hemmung unter- 
liegt. Diese erscheint als eine Abschwächung der Affinität seiner spezifischen Gruppe, 
als eine Störung ihrer Reaktionssphäre in dem Adsorbate. Der Nachweis, daß die 
Adsorbate in Cholesterin und Tristearin die Eipase in unverändertem Zustand ent- 
halten, gibt der Methode Berechtigung, die organischen Mittel zur Isolierung der 
Eipase aus den Elutionen anzuwenden. Wenn man dann auch zum Schlüsse ohne 
Rücksicht auf die beim Waschen und Trocknen der Adsorbate und Weglösen der 
organischen Mittel erfolgende Inaktivierung die enzymatische Substanz isoliert, so 
ist es erlaubt, den erreichten Reinheitsgrad aus der beim Adsorbieren durch Differenz 
bestimmten Eipasewirkung und dem Gewicht der unlöslichen Substanz abzuleiten, 
die man aus den Stearin- und Cholesterinadsorbaten isoliert. 
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Von den folgenden Klutionsbeispielen sind Versuch 6 und 7 mit Adsorbaten aus 
geklärten Drüsenauszügen vorgenommen. Versuch 8 und 9 mit Adsorbaten aus sehr . 
reinen Dipaselösungen, nämlich Elutionen aus den nach zweimaliger Reinigung mit 
Tonerde dargestellten Kaolinadsorbaten. Die Ausbeute an wirksamer Tipase in der 
Elution ist am günstigsten (57%) in einem Versuch mit der rohen Eipaselösung. Im 
zweiten Versuche mit der Rohlösung war die Adsorptionsausbeute von auf fast 3 /^ 
gesteigert, aber die Elutionsausbeute vermindert { 30 %). Die Adsorption der reinen 
Eipase und Elution mit Phosphat ergab nur Ausbeuten von 30 und 24 % ; unsere Elu- 
tionsversuche waren vorsichtshalber sehr rasch [189] ausgeführt, vielleicht zu rasch ' 
für die sich schlecht benetzenden organischen Körper. 

Den Reinheitsgrad des Enzyms in diesen Adsorbaten ergibt die Dialyse der Elu- 
tionen oder das Weglösen des organischen Mittels. Die Steigerung der enzymatischen 
Konzentration bei der Adsorption aus Rohlösungen (Eipasewert 11,7) ist etwas gün- 
stiger als bei der Adsorption mit Tonerde (Eipasewert 9), die Steigerung bei der Ad- 
sorption aus einer Tonerdeelution (Eipasewert 63 und 72) ist viel bedeutender als bei 
einer weiteren Adsorption mit Aluminiumhydroxyd (Eipasewert 23) oder mit Kaolin 
(Eipasewert 26) ^ Die Adsorption durch Tristearin oder Cholesterin ist also spezifischer 
als die durch unsere anorganischen Adsorbentien. Sie ist in geringerem Maße für die 
unreinen, in höherem für die reinen Enzymlösungen auswählend. Daher wird sogar 
der Reinheitsgrad der durch wiederholte Adsorption mit Tonerde und Kaolin ge- 
wonnenen Eipaselösungen noch durch Tristearinadsorption weiter gesteigert, wie im 
folgenden Abschnitt gezeigt werden soll. 

Versuch 6 . Ein geklärter Glycerinauszug von Pankreasprobe Nr. 3, 11300111 mit einem 
Gehalt von 68 E-E- (1,00 ccni: 16,6% Spaltung, 0,60 E-E-). wurde mit 25000« Wasser auf 
15 % Glycerinkonzentration verdünnt und mit der Aufschlämmung von 5 g Tristearin in 50 ccm 
Glycerin unter TJmschwenken 10 Minuten behandelt. Das rasch abgetrennte lültrat, 413 ccm, 
enthielt noch 45 E-E. (5,00 ccm: 15,9% Spaltung. 0.55 E.E.), es waren also 34% der Lipase 
adsorbiert. Das auf der Nutsche 3 mal mit je 20 ccm 2oproz. Glycerin gewaschene Adsorbat 
verteilten wir in 100 ccm unseres glycerinhaltigen 2^/3-basischen Aimnonphosphats (vgl. oben 
Abschnitt III, 2) und trennten nach kurzer Einwirkung die EJution vom Tristearin durch Ab- 
saugen. Vom Filtrate bewirkten 5,00 ccm 17,5 % Spaltung, entsprechend 0,65 E-E. in der 
Probe und 13 E-E. in der gesamten Elution, die also, ungerechnet den im Tristearin zurück- 
bleibenden kleinen Flüssigkeitsanteil, 57 % der adsorbierten Lipase enthielt. 

Versuch 7. In eine durch Klären von 20 ccm Glycerinauszug der Pankreasprobe Nr. 3 
mit 200 ccm Wavsser enthaltene Eipaselösung, 218 ccm mit 83 E-E. {2,00 ccm: ig,6% Spaltung. 
0,76 E.E.), wurden 10 g Tristearin, verteilt in 100 ccm Glycerin, eingetragen und die Flüssigkeit 
mit 400 ccm [190] Wasser auf 15% Glycerinkonzentration verdünnt. Das Filtrat vom ent- 
standenen Adsorbate enthielt in 680 ccm 22 EE. (5,00 ccm: 8,3% Spaltung, 0,16 E.E.), das 
Adsorbat also 61 E.E., das Ist 73,5 %. Die Elution bewirkten wir nach dreimaligem Waschen des 
Adsorbates mit je 40 ccm zoproz. Glycerin durch etwa 100 con ,,Ajnmonphosphat*'. Da 1,00 ccm 
der Elution (105 ccm) 8,8% Spaltung, entsprechend 0,17 E.E,, bewirkte, so waren im ganzen 
t 8.5 E E., entsprechend 30% der adsorbierten Lipase, in der Elution. 

Zur Bestümnung des Reinheitsgrades wruden 100 ccm dieser Elution, 17 E-E. enthaltend, 
gegen fließendes Wasser 8 Tage lang dialysiert. Die nun glycerin- und phosphatfreie Lösung 
hinterheß beim Eindunsten 0,0145 g Trockenrückstand. Daraus ergibt sich der EipavSewert 11,7. 

Versuch 8. Die angewandte Eipaselösung war durch drei aufeinanderfolgende Adsorp- 
tionen, zwei mit Tonerde und eine mit KaoUn, gereinigt. Sie enthielt 1 1 E.E. in 1 50 ccm bei 

' Einige Betrachtungen, welche die Genauigkeit dieses Vergleichs etwas einschränken, 
werden ün folgenden Abschnitt angestellt. 

Willstätter, ünzyme. 77 
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einem Glyceringehalt von 15% (5,00 ccm: 12 ,$% Spaltung, 0,37 B.B.)- Durch Behandeln mit 
5 g Tristearin in 200 can S/proz. Glycerin unter Zusatz von 50 ccm Wasser (also bei einer 
Glycerinkonzentration von 50%) wurde das Adsorbat gewonnen, rasch abgesaugt, dreimal mit 
je 20 ccm 50proz. Glycerin gewaschen und sogleich mit 100 ccm „Ammonphosphat“ ganz kurze 
Zeit eluiert. 

In der Adsorptionsrestlösung fanden sich 3,0 B.B. (10,00 ccm; 5,3% Spaltung, 0,08 B.E.). 
Das gebildete Adsorbat hat also 8,0 B,B. enthalten (das ist 77 % der Bipase) und es hat beim 
Eluieren 2,4 B.E., entsprechend 30% seines Bipasegehaltes, abgegeben (5,00 ccm: 7,2% Spal- 
tung, 0,12 B.E.)- 

Versuch 9. Für einen analogen Versuch mit Cholesterin diente eine Bipaselösung mit der- 
selben Vorgeschichte wie für Versuch 8, Sie enthielt in 150 ccm ii B.E. (5,00 ccm: 12,5% Spal- 
tung, 0,37 B.E.) und winde gleichfalls bei 50 % Glycerinkonzentration mit 5 g Cholesterin 
behandelt, Auch die Abtrennung des Adsorbates und seine Elution mit ammoniakalischem 
Phosphat geschah in derselben Weise. 

Die Adsorptionsrestlösung, 360 ccm, enthielt 4,3 B.E., da 10,00 ccm 7,3 % Spaltimg, ent- 
sprechend 0,12 B>E-, bewirkten. Die Adsorption betrug 61%. Von der Elution {100 ccm) 
bewirkten 5,00 ccm 5,5% Spaltung, entsprechend 0,08 B,E.; also enthielt die Elution 24% 
der adsorbierten Bipase. 

Die Isolierung der Bipase aus diesen Adsorbaten bewirkten wir durch Auflösen 
des Tristearins oder Cholesterins in Benzol. Äther, Petroläther und andere Solventien 
besitzen, namentlich für Tristearin, ein zu geringes Bösungs vermögen, Kohlenstoff- 
tetrachlorid läiBt sich wegen seines hohen spezifischen Gewichts nicht mit der Zentrifuge 
vom Unlöslichen trennen. Das folgende [191] Beispiel der Verarbeitung von nur 
einmal gereinigter Bipase vergleicht die Verwendung der beiden organischen Adsor- 
bentien und kennzeichnet die erreichte Steigerung des Reinheitsgrades. Während 
die beiden Mittel im Adsorptionsvermögen für das Enzym übereinstimmen, deuten 
die gefundenen Bipasewerte an, daß das Cholesterin etwas weniger spezifisch adsorbiert 
(siehe auch Abschnitt V, Beispiel 3 und 4). 

Beispiel der Isolierung mit organischen Adsorbentien. 

Der Adsorption mit Tristearin und mit Cholesterin unterwarfen wir je 600 ccm 
einmal durch Tonerde gereinigte Bipaselösung, die iii B-E. enthielt (1,95 ccm: 12,4% 
Spaltung, 0,36 B-EO und deren Anfangskonzentratioii an Glycerin durch Verdünnen 
von 50 auf 20% herabgesetzt wurde. Wir ließen a) 15 g Tristearin, b) ebensoviel 
Cholesterin, in je 225 ccm Syproz. Glycerin fein verteilt, unter häufigem Umschütteln 
lü Minuten einwirken und saugten die Restlösung durch gehärtete Filter ab. Von 
den Mutterlaugen bewirkten je 8,53 ccm a) 7,0, b) 7,1 % Spaltung entsprechend je 
0,11 B.E. und im ganzen je 34 B-E. In beiden Fällen waren 77 B.E., entsprechend 
70% der angewandten Bipase adsorbiert. 

Die Adsorbate wurden nach sorgfältigem Auswaschen mit Wasser im Hoch- 
vakuum während 2 bis 3 Tagen zur Gewichtskonstanz getrocknet. Dann verteilten 
wir die Präparate in je 250 ccm Benzol und trennten die ungelösten feinen Flöckchen 
durch Zentrifugieren ab. Nach Waschen, und zwar wiederholtem, in den Zentrifugen- 
gläsem mit Benzol, absolutem Alkohol und reinem Äther waren die Rückstände 
frei von den Adsorbentien. Aus den Gewichten von a) 0,0107, b) 0,0122 g ergeben 
sich die Bipasewerte von a) 72,0, b) 63,1. 



über Pankreaslipase. 


1219 


V. Lipasepräparate. 

Die zur Trennung der Lipase von den begleitenden Pankreasenzymen und den 
nicht enzymatischen Begleitstoffen angewandten Methoden sind im vorangehenden 
beschrieben in 

Abschnitt II, 3: Beispiel für die Abtrennung von Amylase und Trypsin; 
[192] Abschnitt III; Beispiel der Reinigung mit Kaolin; 

Abschnitt IV: Beispiel der Isolierung mit organischen Adsorbentien. 

In einigen weiteren Versuchen, die nur in Einzelheiten von den gegebenen Bei- 
spielen abweichen, sind die Adsorptionsverfahren vom Drüsenauszug bis zu den 
Lipasepräparaten durchgefülirt, so daß die erreichten Ausbeuten und enzymatischen 
Konzentrationen den Wert der Methode zu beurteilen gestatten. 

Von den aufeinanderfolgenden Operationen hat die wiederholte Überführung des 
Enzyms in Tonerde den Erfolg, daß Amylase und Trypsin abgetrennt sind. Aber 
für die Assoziation der Lipase mit Eremdkörpern ist dieses Adsorptionsverfahren 
nicht genügend auswählend. Die enzymatische Konzentration, nur 30 mal größer 
als in der getrockneten Drüse, läßt sich durch die beiden folgenden Adsorptions- 
Vornahmen mit Kaolin und mit Tristearin oder Cholesterin aufs lofache steigern. 
Das elektronegative Adsorbens läßt gewisse Beimischungen, die das elektropositive 
mitschleppte, entweder in der Restlösung oder hält sie beim Eluieren selbst zurück. 
Noch schärfer auswählend scheinen die indifferenten organischen Adsorbentien zu 
sein, mittels deren Lipasewerte bis 240 erreicht wurden, dem günstigsten Verhältnis 
von lipatischem Wert und Trockengewicht der adsorbierten Substanz. 


Enzymatische Konzentrationen in den einzelnen Phasen der Isolierung. 
Pankreasdrüse (Nr. 3) getrocknet, L.W. 0,81. 


Glycerinauszug, geklärt 

inial mit Stearin adsorbiert 

inial mit Tonerde adsorbiert 

2 mal mit Tonerde adsorbiert 

1 mal mit Tonerde und Kaolii? adsorbiert . . . 

2 mal mit Tonerde, imal mit Kaolin adsorbiert 


•W., durch 
ysc bestimmt 

T/.W., durch 
Isolierung mit 
Stearin bestimmt 

3,2 

— 


— 

9,0 ; 

72 

23.1 

— 

25.8 

II9 

207 

' 240 


Diese Angaben über die enzymatische Konzentration der Lipasepräparate müssen 
aber, wenn man sie mit der [ 1 93] Beschreibung des Invertins vergleicht, eingeschränkt 
'werden. In der i, Mitteilung von R. Wiülstätter und F. Racke ,,Zur Kenntnis 
des Invertins"' bezogen sich die Zeitwerte auf die Wirkung, die beim Wiederauflösen 
der in festem Zustand gewonnenen Präparate gemessen war. In der 3. Mitteilung 
über InVertin von R. Wielstätxer, J. Graser und R. Kuhn sind es konzentrierte, 
durch Dialyse gereinigte Losungen, die man durch die Zeitwertangabe kennzeichnete. 
Die beim Abdampfen öfters eintretenden Verluste an enzymatischer Wirkung konnten 
außer Betracht bleiben. Die Enzympräparate lagen immerhin in diesem Reinheits- 


n 
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grade vor, allein mit Wasser verdünnt. Die lyipase dagegen ist nie in rein wäßriger 
Dösung von den angegebenen Reinlieitsgraden erhalten worden. Es ist ein wesent- 
licher Unterschied zwischen Uipase und Invertin, daß in unserem Falle das Enzym 
von der bestimmten Wirkung nur im Gemisch mit Glycerin und den als Reagentien 
angewandten Elektrolyten vorliegt. Soweit die Angaben über die Enzymkonzen- 
tration Elutionen aus Adsorbaten betreffen, beziehen sie sich also stets auf die vor 
der Dialyse gemessene Wirkung; bei der Dialyse geht mit der Entziehung des Glycerins 
die Inaktivierung der Uipase einher, die bisher nie anders als irrevensibel beobachtet 
wurde. 

Andere Einschränkungen betreffen die Eipasepräparate, die beim Weglösen der 
organischen Adsorbentien als Rückstände hinterblieben. Die angenommene Be- 
ziehung zwischen den Trockengewichten derselbe A und den Enzymwirkungen setzt 
voraus, daß von der Enzymsubstanz nichts weggelöst wird. Ferner könnte der Rein- 
heitsgrad des Enzyms auch einen zu günstigen Ausdruck bekommen, wenn die Eipase 
Begleiter enthielte, die in den organischen Solventien löslich wären; bei der Ermitt- 
lung des Reinheitsgrades würden sie nicht zum Enzymgewicht gerechnet. 

Es ist aber wahrscheinlich, daß die Einwände, die. gegen die Genauigkeit der 
Reinheitsgrade zu erheben sind, der praktischen Bedeutung entbehren. Die gefundenen 
Werte kontrollieren und stützen sich gegenseitig h 

[194] Das Ausgangsmaterial für die folgenden Versuche waren geklärte Glycerin- 
auszüge aus Pankreasprobe Nr, 3. 

Beispiel i. Wiederholte Tonerdeadsorption, Dialyse. 

Ausgangsmaterial: 2400 ccm geklärter Glycerinauszug mit 1440 E-B. (1,00 ccm: 16,5% 
Spaltung, 0,60 E'B.). 

Erste Reinigung mit Tonerde: Das Adsorbat wurde aus 0,01 n-essigsaurer Lösung mit 5,58 g 
Tonerde (Präp. B) dargestellt, gewaschen und zweimal mit je 500 ccm ,, Ammonphosphat" eluierl. 
Die Elution enthielt in 960 ccm 806 E-B. (1,00 ccm: 21,4% Spaltung, 0,84 LE-)- Bas Phos- 
phat fällten wir nach Verdünnen mit dem gleichen Volumen Wasser durch Magnesiämischung 
aus und erhielten 2075 ccm Filtrat mit 692 L.B. (2.00 ccm: 18,1% Spaltung, 0,67 L.B.)- 

Zweite Reinigung mit Tonerde: Das Bnzym wurde aus 2070 ccm 0,01 n-essigsaurer Lösung 
mit derselben Menge der l'onerde wieder adsorbiert und aus dem nicht gewaschenen Adsorbat 
zweimal mit je 300 ccm ,, Ammonphosphat" eluiert. Die zur Stabilisierung mit 200 ccm 87proz. 
Glycerin versetzte Lösung enthielt 565 L.B. (1,00 ccm; 18,8% Spaltung, 0,71 L.B,); sie lieferte 
durch Ansfällung der Phosphorsäure mit Magnesiamischung 2380 ccm Filtrat mit 434 LE. 
(3,00 ccm: 15,7% Spaltung. 0,55 L-B.). 

Dialyse: Bine Probe von 200 ccm (36 L.B.) wurde in der Fischblase 9 Tage lang gegen destil- 
liertes Wasser dialysiert und hinterheß danu 0,0156 g. 

Lipasewert 23,1. 

Beispiel 2. Tonerde-, Kaolin- und Tristearinadsorption. 

Ausgangsmaterial: Von dem geklärten Glycerinauszug des Beispiels: 2160 ccm mit 
1296 L.B. 

Ads. durch Tonerde: Das Adsorbat wurde aus 0,0 1 n-essigsaurer läismig mit 5,02 g Tonerde 
{Darst. B) gewonnen und nach dem Waschen zweimal mit je 500 ccm .,Aimnonphospliat" elixiert. 
Die mit 350 ccm Glycerin haltbar gemachte Lösung entliielt 1010 L.B. (1,00 ccm; 18,9% Spal- 
tung, 0,72 L.E.). 

^ Beispielsweise führte nach der wiederholten Reinigung mit Tonerde und mit Kaolin die 
Dialyse der Elution zum Lipasewert 207, die Isolierung mit Cholesterin zum Lipasewert 209, 
mit dem spezifischer adsorbierenden Tristearin zum Lipasewert 240. 
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Ads. durch Kaolin: Von der Elution wurden 1360 ccni mit ebenso viel Wasser verdünnt und 
0,01 ii-essigsauer mit 52,8 g elektroosmotisch gereinigtem Kaolin adsorbiert. Aus dem auf ge- 
härtetem Filter abgesaugten und mit 200 ccm 5oproz. Glycerin gewaschenen Adsorbat eluierte 
man die Eipase nur einmal mit 500 ccm ,, Ammonphosphat“. Die abgesaugte Elution war trüb, 
sie ließ sich bei nochmaligem Filtrieren durch Kieselgur klären. 

In 485 caii Elution waren 663 L.E. enthalten (0,40 ccm: 157% Spaltung. 0,55 E.E.). 
[195] Ads. durch Tristearin : Die Elution wurde diuch Zusatz von 160 ccm Glycerin vor 2 ^rsetzuiig 
geschützt. Aus 640 ccm dieser Eösung fällten wir unter Verdünnung mit 1 260 ccm Wasser durch 
Magnesiamischung die Phosphorsäure aus und gewannen 1940 ccm Filtrat mit 543 L.E. (2,00 ccm: 
15,8% Spaltung, 0,56 E-EO- 

Von diesen unterwarf man 1935 ccm, verdünnt mit 1500 ccm Wasser, der Adsorption durch 
40 g Tristearin, die in 500 ccm S^proz. Glycerin verteilt waren. In der Mutterlauge, 3940 ccm, 
blieben 263 E-E. zurück (10,00 ccni: 18,1% Spaltung, 0,67 E.E.). 

Das Adsorbat enthielt demnach 280 E-E. Nach dem Waschen und Trocknen lieferte es 
beim Behandeln mit Benzol, Alkohol und Äther 0,0235 8 unlöslichen Anteil; 

Präparat II vom Eipasewert 119. 

Beispiel 3. Wiederholte Tonerde-, Kaolin- und Tristearinadsorption. 

Ausgangsmaterial: 2400 ccm geklärter Glycerinauszug, 1180 E-H. enthaltend 
(1,20 ccm: 16,3% Spaltung, 0,59 E-B.). 

Erste Ads. durch Aluminiumhydroxyd: Aus essigsäurehaltiger Eösung wurde die 
Lipase von auf geschlämmten 4,06 g AI2O3 (Darst. B) adsorbiert und aus dem gewasche- 
nen Adsorbat zweimal mit je 500 ccm „Ammonpliosphat “-Lösung eluiert. 

Die Elution (ggo ccm) verdünnten wir mit dem gleichen Volumen Wasser und 
schieden die Phosphorsäure mit Magnesiamischung ab. Das Filtrat enthielt in 2100 ccm 
504 E-E. (2,00 ccm: 14,6% Spaltung, 0,48 L.E.), 

Ausbeute in der phosphatfreien Elution 43% des Ausgangsmaterials. 

Zweite Reinigung mit Aluminiumhydroxyd : Aus der mit Essigsäure wieder an- 
gesäuerten Flüssigkeit adsorbierten wir mit 4,06 g AI2O3 (Darst. B) das Enzym, von 
dem in 2230 ccm Restlösung 30 E.E. zurückblieben (2,00 ccm: 2,0% Spaltung, ü, 03L.E.). 
Das Adsorbat eluierte man, ohne es zu waschen, mit je 400 ccm ,, Ammonphosphat“ 
zweimal und versetzte die Elution, um sie zu stabilisieren, mit 260 ccm Glycerin. Ihr 
Gehalt betrug am folgenden Tage 348 E.E. (1,00 ccm: 12,0% Spaltung, 0,33 L.E.). 

Adsorbiert mit 94, eluiert mit 73 % Ausbeute, 

Ads. durch Kaolin: Die Elution ist phosphathaltig der [196] Adsorption durch 
Kaolin unterworfen worden, indem man die erhaltenen 1040 ccm mit 1,5 1 Wasser 
verdünnte und bei üblichem Essigsäuregehalt mit 48 g elektroosmotischem Kaolin 
behandelte. In der Restlösung blieben 18 L-E. (5,00 ccm: 2,5% Spaltung, 0,03 L.E. ). 

Das Adsorbat eluierten wir, ohne es zu waschen, zw^einial mit je 400 ccm Phosphat- 
reagens, die erhaltene Elution, durch Kieselgur klar filtriert, wies 210 L E. in 770 ccm 
auf (2,00 ccm: 15,7% Spaltung, 0,55 L-E.). 

Adsorbiert mit 95, eluiert mit 64% Ausbeute. 

Ads. durch Tristearin: Die Abscheidung der Phosphorsäure mußte wieder voraii- 
gehen. Die mit gleichem Volumen Wasser verdünnte Lösung lieferte beim Fällen 
mit Magnesiamischung 1660 ccm Filtrat mit 124 L.E. (5,00 ccm: 12,5% Spaltung, 
0,37 E.E.). 
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Zur weiteren Verarbeitung dienten nur 1510 ccm (113 E.E.), die wir mit 1 1 
Wasser verdünnten und mit der Suspension von 50 g Tristearin in 500 ccm 87 proz. 
Glycerin einige Minuten schüttelten. Da die Mutterlauge 10 E-E. (10,00 ccm: 5,3% 
Spaltung, 0,08 E.E.) behielt, berechnet sich für das Adsorbat ein Gehalt von 103 E-E. 

Adsorptionsausbeute 91 % . 

Das Adsorbat, gewaschen und scharf getrocknet, lieferte beim Auflösen in Benzol 
einen unlöslichen Anteil, der, mit den organischen Eösungsmitteln gewaschen, 0,0043 g 

betrug. Präparat III vom Eipasewert 240. 

Beispiel 4. Wiederholte Tonerde-, Kaolin-, Cholesterinadsorption. 

Mit dem gleichen Auszug wie im 3. Beispiel sind dieselben 3 Adsorptionsver fahren aus- 
geführt worden. 

Elution aus dem i. Tonerdeads. (noch phasphathaltig): 713 E-E. (in 990 ccm; 0,50 ccin: 
12,4% Spaltung, 0,36 E.-E.). 

Elution aus dem 2. Tonerdeads. (phosphathaltig): 513 E.E. (in 1040 ccm; 1,00 ccm: 14,7% 
Spaltung, 0,49 E.E.). 

Elution ans Kaolin (von Phosphat befreit): 125 EE.* (in 1680 ccm; 5,00 ccm: 12,5% 
Spaltung, 0,37 E.E.). 

[197] Ads. durch Cholesterin; 1530 ccm phosphatfreie Elution aus Kaolin, die 114E.E. ent- 
hielten, verdünnten wir mit i 1 Wasser und ließen ehiige Minuten unter Uinschüttehi 50 g 
Cholesterin, suspendiert in der 5 fachen Glycerinmenge, einwirken. In der Mutterlauge (3000 ccm) 
bheben noch 16 E.E. (10,00 ccm: 7,3 % Spaltung, 0,12 L.E.). Das Adsorbat, demnach 98 E-E- 
enthaltend, lieferte beim Herauslöseu des organischen Mittels mit Benzol, Alkohol und Äther 
0,0047 g unlöshchen Rückstand: 

Präparat IV vom Eipasewert 209. 

Chemische Reaktionen der enzymatischen Substanz können wir nicht anführen. 
Alle beobachteten Eällungs- und Farbreaktionen gehören den Beimischungen zu, 
sie sind nur Reinheitsproben. Darin stimmen die reinsten Präparate nicht genau 
mit einander überein. Das Eipasepräparat III enthält eine noch eben nachweisbare 
Spur von Proteinsubstanz, die in einem weniger reinen, durch Dialyse (nach der Ton- 
erde- und Kaolinadsorption) gewonnenen vom Eipasewert 207 fehlt (siehe Abschnitt III), 
also wahrscheinlich durch Dialyse beseitigt wird, in Tristearin aber mit übergeht. 
Daher gibt das Präparat III eine Andeutung von Millonscher Reaktion und mit Nin- 
hydrin bei 5 Minuten langem Kochen einen schwachen bläulichen Schimmer; die Reak- 
tion von MonrsCH fällt negativ aus. Die 0,01 proz. Eösung (i E.E. in 0,4 ccm) gibt 
mit Uranylacetat keine, mit Pikrinsäure eine schwache Trübung. 

Die folgenden Analysen, für deren Ausführung wir Herrn Richard Kuhn zu Dank 
verpflichtet sind, haben mir eine vorläufige Bedeutung, da die Reinigung nicht bis 
zur Konstanz des Eipasewertes geführt worden ist; auch enthalten die Präparate noch 
große und wechselnde Mengen von Mineralbestandteilen. 

Die Präparate sind etwas phosphorhaltig, aber der Phosphorgehalt ist zufällig 
und geringfügig; bei der Steigerung des Reinheitsgrades von 119 auf 240 steigt er 

* Die ungewöhnlich schlechte Ausbeute bei diesem Versuche wird erklärt durch geringere 
Eluierbarkeit des Kaolinadsorbats sowie durch relativ großen Enzym verlust bei der darauf- 
folgenden Phosphatfällung. 
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nicht. Der Stickstoffgehalt sinkt bei derselben Reinigung, wobei die noch beigemischte 
Eiweißsubstanz abgetrennt wird, von 11,6 auf 10,5%, 

Für die Analyse wurden die Präparate im Hochvakuum zur Konstanz getrocknet. 
[198] Präparat II, Lipasewert 119. 

2,420 mg gaben 0,256 ccm trockenen Stickstoff bei 21 ° und 721 mm, 

2,355 ,, » > Sodasalpeter geschmolzen, nach Kr,i?iNMAKN 0,00111 mg Phosphor. 

Gef, N 11,65% P 0,047 

Präparat III, Lipasewert 240. 

2,105 gaben 0,200 ccm trockenen Stickstoff bei 19° und 720 nun. 

1,758 ,, ,, , mit Sodasalpeter geschmolzen, nach Kleinmann 0,000876 mg Phosphor. 

Gef. N 10,52% P 0,050% 

Präparat IV, Lipasewert 209 (Filtrierpapierfasern enthaltend). 

3,622 mg gaben nach Pr^Gl 0,565 mg Asche, 5,11 mg COa und 2,03 mg HjO. 

Gef. Asche 15,60% C 38,49% H 6.27% 

Auf ascliefreie Substanz uingerechnet : C 45,6% H 7,4%. 
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90. ÜBER PANKREASAMYLASE. 

Von Richard Willstätter, Ernst Waldschmidt-Leitz und Albert R. F. Hesse. 

Dritte Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Mitteilung aus dem Chemischen Caboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

Mt I Abbildung im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 27. November 1922.) 

Die IT. Abhandlung dieser Reihe hat die Trennung der Lipase von den neben ihr 
in der Pankreasdrüse gebildeten proteolytischen und diastatischen Enzymen behandelt 
und einen Ausblick eröffnet auf die weitere Anwendung der Adsorptionsmethode zur 
Isolierung der Amylase. Im folgenden versuchen wir nun für die Untersuchung der 
Pankreasamylase zunächst die analytischen Vorbedingungen zu vervollständigen. 
Unsere Versuche über die Abhängigkeit der enzymatischen Wirkung von der Wasser- 
stoffzahl sowie vom Elektrolytzusatz und über ihre Kinetik lehren die Reaktions- 
bedingungen genauer kennen, unter welchen die Amylase unabhängig von ihrem Rein- 
heitsgrad bestimmt werden kann. Die Bestimmung knüpft an die Definition der 
enzymatischen Wirksamkeit von Malzainylase an, die vor kurzem H. v. Euler und 
0 . vSvaneerg' gegeben haben, und unser Maß für die Wirkung der Pankreasamylase, 
die Amylaseeinheit, steht in einer sehr nahen Beziehung zur Verzuckerungsfälligkeit 
(Sf) nach Euler und Svanbkrg. 

Die Pankreasamylase ist vom Trypsin durch Adsorption des letzteren mit Kaolin 
vollständig befreit und dann durch ihre eigene Adsorption aus 5oproz. Alkohol mit 
Tonerde [144] auf viel höheren Reinheitsgrad gebracht worden. Das Adsorptions- 
verhalten des Enzyms wird von den Begleitstoffen in hohem Maße beeinflußt ; je reiner 
die Amylase wird, desto schwerer ist sie adsorbierbar. 

1. Uber die Wirkung der Amylase. 

1. Messung der Stärkehydrolyse, 

Manche Bestimmungsweisen gründen sich auf die fortschreitende Änderung des 
Dispersitätsgrades der Stärke bei ihrem enzymatischen Abbau (A. Pollarj), J. Wolfe 

') Wchschr. f. Brauerei Bd. 20, S. 595 [1903]. 


Diese Zs. Bd. 112, S. 193 [1920/21], 
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und A. Fernbach^), andere wie die J. Wohlgemuthsche^ mit ihren Varianten'* auf 
Ermittlung eines bestimmten Abbauzustandes. Diese Verfahren sind nur Schätzungen ; 
besonders das viel angewandte Wohlgemuthsche führt zu Widersprüchen mit den 
zuverlässigen Bestimmungsmethoden. Diese beruhen auf der Reduktionswirkung der 
abgebauten Stärke. 

Für diejenigen Amylasen, die gemischt mit Maltase auf treten, wie die Malz- 
amylase, könnte eine Bestimmungsweise den Vorzug verdienen, welche die ersten 
Abbauphasen erfaßt, weil sich bei der Messung des entstehenden Zuckers die mal- 
tatische Wirkung zu der diastatischen hinzugesellt. Es erscheint uns daher nicht als 
unbedenklich, Malzamylase, wie es in den wichtigen neuesten Untersuchungen ge- 
schieht, nach dem Reduktionsvermögen des gebildeten Zuckers zu bestimmen. Da- 
gegen wird bei einer maltasefreien Amylase wie bei den im folgenden untersuchten 
Pankreasauszngen die Messung des Reduktionsvermögens zu der genauesten Be- 
stimmung der enzymatischen Wirkung führen. 

In zweiter Linie ist die Wahl des analytischen Verfahrens [145] zur Zucker- 
bestimmung von Bedeutung. Da nicht ein einziger Zucker auftritt, sondern ver- 
schiedene Polyosen mit reduzierend wirkenden Gruppen, schien es uns nicht ganz ein- 
wandfrei, nach H. v. Euler und O. Svanberg *) und nach H. LÜERS und W. Was- 
MUNU^) für die Zuckerbestimmung eine Oxydationsmethode von unstöchiometrischem 
und für die einzelnen Zucker etwas ungleichem Verlauf anzuwenden; nach der Kupfer- 
methode ist die Reduktionswirkung den reduzierenden Gruppen nicht streng propor- 
tional. Aus diesem Grunde ziehen wir als eine Zuckeranalyse von streng stöchio- 
metrischem Verlauf die Bestimmung der Aldehydzucker mit Hypojodit nach R. Will- 
STÄTTER und G. SchudEl^) vor, die überdies den Vorteil großer Genauigkeit und rascher 
Ausführbarkeit bietet. 

BevStimmimg von Maltose (käuü. Präparat, Maltose pur. von E. Merck) mit Hypojodit. 

C12H22O11 • H2O "/io -J odlösung verbraucht berechnet 

20,2; 20,2mg I,II; 1,05 ccm 1.12 

40,4; 40,4; 40,4 mg 2,14; 2,11; 2,16 ccm 2,24 

Die Bestimmung mit Hypojodit und mit Fehlingscher Lösung (berechnet nach der 
Tabelle von Bertrand für »Maltose) gaben in einem untersuchten Beispiel überein- 
stimmende Werte; die Berechnung der Kupferreduktion auf Maltose verursachte also 
in diesem I'alle keinen Fehler. 

* C. R. Bd. 140, S. 1403 [1905]. ^ Biochem Zs. Bd. 9, S. i [1910], 

Zum Beispiel W. A. Johnson, Journ. Am. Oiein. Soc, Bd. 30, S, 798 [1908]; H. C. Sher- 
man, E. C. Kendall und E. D. Clark, Journ. Am. Chein. Soc. Bd. 32, S. 1073 [1910]; H. C. Sher- 
man und A.W. Thomas, Journ. Am. Cliem. Soc. Ed. 37, S. 623 [1915]; J. Effront, C. r. soc. 
de Biologie, Bd. 86, S. 269 [1922]. 

b Diese Zs. Bd. 112, S. 193 [1920/21]. *) Fermentforschung Bd, 5, S. 169 [1921/22]. 

3 ) Chem. Ber. Bd. 51, S. 780 [1918], Die Anwendbarkeit für verschiedene Aldehydzucker 
wurde bestätigt von J. L Baker imd H. F. E. HülTON, Biochemical Journ. Bd. 14, S. 754 [1920], 
sowie von R. WiLLSTÄTTER und G. Oppenheimer, Diese Zs. Bd. 118, S. 168, und zwar S. 170 
[1921]. Baker und TIulTon haben auch die diastatische Wirkung des Malzes mit der Hypojodit- 
methode gemessen, Analyst Bd. 46, S. 90 [1921], 
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Vergleich. 0,0032 ccm Glycerinauszug ließen wir auf 25 ccm iproz. Stärkelösung bei 
37° und 6,8 unter Aktivierung mit i ccm o,2n-NaCl einwirken i) 30 Minuten, 2) 40 Minuten 
lang, imd bestimmten das Reduktionsvermc^en a) mit Hypojodit und b) mit Fehlingscher Eösung. 
[146J I. a) gefunden 4,86 ccm 0,1 n- Jodlösung eutspr. 83,4 mg Maltose 
b) „ 91,9 mg Cu entspr. 84,4 mg Maltose 

2. a) ,, 5,48 ccm 0,1 n-Jodlüsung entspr. 93,2 mg Maltose 

b) ,, 102,0 mg Cu entspr. 93,8 mg Maltose. 

Bei der Anwendung der Hypojoditmethode darf nicht außer acht gelassen werden, 
daß Hypojodit auch verbraucht wird i. schon von der Stärke in Beträgen, die nach 
Herkunft und Alter derselben wechseln, 2. von den Proteinen und Aminosäuren in 
der rohen Bnzymlösung (sei es aus der tierischen Drüse oder den gekeimten Samen), 
3. von Glycerin oder anderen Alkoholen, gegebenenfalls auch dem Thymol der Enzym- 
lösung, 4. von Ammoniumsalzen, die in Elutionen enthalten sind. Für die einzelnen 
Amylasebestimmungen sind daher KontroUanalysen nötig, in denen die Summe der 
von der Stärke, dem Lösungsmittel und den Stickstoffverbindungen verbrauchten 
Jodmengen ermittelt werden. Der Jodverbrauch im Bhndversuch belief sich gewöhn- 
lich auf 0,5 bis 0,6 ccm o,in-Lösung, d. i. in den üblichen Proben etwa ein Dritteh der 
von der gebildeten Maltose verbrauchten Jodlösung; für die Bestimmung des Leer- 
verbrauches sei ein typisches Beispiel angeführt. 

25 caii Iproz, Stärkelösuiig wurden mit 2 ccm n-Salzsäure, mit 10 ccm 0,2 ii-Phosphat- 
puffet von pii 6,8 und 0,8 ccm einer Lösung von 1,0 ccm Glycerinauszug in 250 ccm Wasser 
(entspr. 0,0032 ccni Glycerinauszug) vermischt. Darauf fügte man 10,01 ccm o,i n- Jodlösung 
und 45 ccm o.i n-NaOH hinzu und säuerte nach 15 Minuten langem Stehen mit 4 ccm 2oprbz. 
Schwefelsäure an. Zum Zurücktitrieren mit 0. i n-Thiasulfatlösung wurden verbraucht 9,41 ccm; 
der Jod verbrauch betrug also 0,60 ccm. 

Von diesem Leerverbrauch entfiel der größte Teü allein auf die angewandte Stärke. Kiiie 
zu gleicher Zeit ausgeführte Besthmnuug nur mit 25 ccm der iproz. Stärkelösung ergab einen 
Verbrauch von 0,52 ccm ”/ro- Jodlösung. 

2. Aktivierung und Hemmung der Amylase. 

Einfluß von Elektrolyten. 

Um die Amylase in der Pankreasdrüse, ihren Auszügen und in den Präparaten 
von steigendem Reinheitsgrad [147] vergleichend zu bestimmen, ist es nötig, den Ein- 
fluß der zufällig vorkommenden und der im Gang der Isolierung hinzutretenden Salze 
zu berücksichtigen und zu überwinden. ^ 

Seit den Beobachtungen von 0 . Nasse^) über den fordernden Einfluß von Salzen 
auf die diastatische Wirkung des Speichels ist diese Abhängigkeit von Elektrolyten 
viel geprüft worden. Nach J. Wohlgemuth*) ist dafür in erster Linie das betreffende 
Allion verantwortlich. Daß der Pankreassaft und künstliche Pankreasauszüge ihre 
diastatische Wirksamkeit bei der Dialyse einbüßen und auf Salzzusatz wiedergewinnen, 
haben H. Bierry und J. Giaja^) beobachtet. Dann zog H. Bierry+) in einer späteren 

^ Bei Anwendung einer geeigneteren Sorte der Stärke wird sich der Jodverbrauch im 
Blindversuch erhebhcli herabsetzen lassen. 

Pflügers Arch, Bd. 9, S. 138 [1875]. Biochem. Zs. Bd. 9, S. 10 [1908]. 

3 } C. R. Bd. 143, S. 300 [1906]; siehe auch L- PRETi, Biochem. Zs. Bd. 4, S. i [1907]; SeoSSE 
und H. Limbosch, Arch. intern. Physiol. Bd. 6, S. 365 [1908]; E, C. Kendaee und H. C. Sherman, 
Journ. Am. Chem. Soc, Bd. 32, S. 1087 [1910]. ‘^) Biochem. Zs. Bd. 40, S. 357 [1912]. 
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Arbeit die Malzamylase zum Vergleicb heran und erkannte in der Abhängigkeit von 
der Salzgegenwart einen wesentlichen Unterschied zwischen tierischer und pflanz- 
licher Amylase. Malzamylase wird nämlich durch Salze nicht aktiviert e 

Die Pankreasamylase wird, wie nach U. Michaeus und H. Pechstein ^ die 
Speichelamylase, am bedeutendsten von Chlorion beeinflußt, nämhch aktiviert. Dies 
gilt für optimale Acidität (^jj = 6,8) und in viel höherem Maße für schwach alkalisches 
Medium. Durch Gegenwart von Chlorion kommen Höchstwerte zustande, die sich 
durch gleichzeitige Anwesenheit anderer Ionen, z, B. von Acetation, nicht mehr steigern 
lassen. Allerdings ist zu berücksichtigen, daß in diesen Versuchen außer Chlorion auch 
Phosphatpuffer zugegen ist, so daß sich die Phosphationen, die nach E. C. Kendale 
und H. C. Sherman 7 [148] ebenfalls aktivieren, schon neben den Chlorionen geltend 
machen. 

Es ist indessen sowohl von diesen Eorschem wie auch in einer nach Abschluß unserer 
Arbeit erschienenen Untersuchung von C. Böhne *) nicht streng zwischen dem Einfluß 
der Phosphationen und der sich zugleich geltend machenden Verschiebung der Wasser- 
stoffzahl unterschieden worden. Unsere Erfahningen machen es unwahrscheinlich, 
daß dem Phosphation eine besondere aktivierende Wirkung zukomnit; stellt man 
nämlich dieselbe Wasserstoff zahl einmal mit Phosphat- und das andere Mal mit Äcetat- 
gemisch ein, so erhält man gleich. große Amylasewirkungen 

0,0032 ccm eines Glycerinauszuges ließen wir 10 Minuten lang bei 37° auf 25 ccni 
Iproz. Stärke einwirken unter Zugabe von a) 10 ccm o,in-Acetatpuffer von = 6,0 
(9,5 ccm o,in-Natriumacetat + 0,5 ccm o,in-Essigsäure) und b) lO ccm o,2n-Phos- 
phatpuffer von derselben Wasserstoff zahl (8,8 ccm o,2n-KH2p04 + 1,2 ccm 0,2 n- 
Na2HP04). Der gemessene Umsatz betrug dann a) 12,7; 12,3; 11,8, b) 11,8; li,8; 
12,5 mg Maltose. 

Nach den in der Tab. i zusammengestellten Versuchen ist für die Aktivierung 
durch Chlorion ein Konzentrationsbereich von 0,003 his 0,03-Nonnalität optimal. Da 
unter diesen Umständen andere Anionen keine erheblichen Ausschläge verursachen, 
so finden wir einen Zusatz von i ccm o,2n-NaCl in der Bestimmungsprobe von 
36 ccm, also 0,03% NaCl^Konzentration, hinreichend für den Zweck der aus- 
gleichenden Aktivierung. Die Befunde anderer Forscher weichen davon ein wenig 
ab (nach H. Bierry NaCl-Gehalt von 0,05, nach J. Wohegemuth für Speichel- 
amylase 0,5% optimal), gewiß weil ohne bestimmtes und ohne Phosphatpuffer 
gearbeitet wurde. 

5 Vgl. auch H. V. EuEER und 0 . SVANBERG, Diese Zs. Bd. 112, S. 193 [1920/21] und die 
eingehende Untersuchung von A. Hahn und K. Harpuder, Zs. Biol. Bd. 71, S. 302 [1920]. 

•> Biocheni. Zs. Bd. 59, S. 77 [1914]- 

7 Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 32, S. 1087 [1910]. 

b Fermentforscliung Bd. 6, S. 200 [1922]. 

*) Vergleiche indessen die damit nicht übereinstimmenden Befunde von A. Hahn und 
R. Michaeik, Zs. Biol. Bd. 73, S. 10 [1920], wonach das Optimiun der Wasserstoffzahl bei An- 
wendung von Phasphatpuffer bei 7,1, von Acetatpuffer bei 5.5 hegt. 
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[149] " Tabelle i. 

Aktivierung der Amylase durch Elektrolyte. 

(0,0032 ccin Glycerinauszug, 25 ccm iproz. Stärke, 10 ccm 0,2 n-Phosphatpuffer, 3;°, 
10 Minuten; die Angaben bedeuten mg Maltose.) 


1 Zusatz von je i ccm 

Pü = 5,4 

Pa = 6,0 

Pa = 6,8 ] 

Pa = 2,5 

1 Pa = 

I. ! Wa.sser 

: 1 

i 4,5 1 

11,8; 18,0 

00 

00 

CO 

9.8; 10,2 

4.31 3,1 

II. : n/,o-Naa 

1 5,66 

16,0 

1 33-6 1 

: 19.7 

12,9 

III. i "/ro-NaQ 

i 8,06 j 

17,1 j 

1 39,2 1 

25,2 

18,5 

IV. 1 ^/5-NaCl 

j ' 943 

24,7; 23,5 , 

39.0; 39,1 ^ 

31.6; 32,7 

25,6; 27,9 

V. "-NaCl 

9-09 

18,0 

40.2 

314 

29,7 

VI, i 2 D-NaCl 

8,06 1 

18,2 1 

34,4 

32,1 

i 314; 31-3 

VII. . a/ 5 -NH 4 Cl 

— 1 

— 

37-6 

— 

j - 

VIII. : "/s-MgCh 

i — 

— 

37,2 

— 


IX i 1 

"""• 1 + ■■/.-Mg(CHjCOO), 1 

- 

- 

384 

— 

1 _ 



Amylasewirkung bei NaCl-Zusatz und verschiedenem 
BinfluJ 3 von gallensaurem Salz. 

Der Einfluß von gallensaurem Salz auf die Wirkung von Amylasen ist um- 
stritten. Nach J. WohegEMUTHi werden pflanzliche und tierische Amylasen von Galle 
bei geringer Konzentration aktiviert, bei höherer gehemmt. Während [150] G. Bu- 
GEiA') die Aktivierung mit glykocholsaurem Natrium bestätigt, soll dieses Salz nach 
D. Minami^) in geringer Menge indifferent sein, in größerer hemmen. Die Unter- 
suchungen sind methodisch nicht genügend genau. 

Nach den in der Tab. 2 verzeiebneten Versuchen wird die Pankreasamylase 
in optimalem Medium, nämlich ganz schwach saurem, von gallensaurem’ Salz stark 
gehemmt, sogar bei Gegenwart von Natriurachlorid. Bei schwach alkalischer Reaktion, 
also unter den natürlichen Wirkungsverhältnissen des pankreatischen Enzyms im 
Darm, erfolgt bei gleichzeitiger Anwesenheit von Natriumchlorid eine geringe Akti- 
vierung durch Glykocholat. 

' Biochem. Zs. Bd. 21, S, 447 [1909]. ') Biochem. Zs. Bd. 25. S. 239 [1910]. 

Ü Ebenda Bd. 39, S, 339 [1912^ 
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Tabelle 2. 

Einfluß von gallensaurem Salz. 

Angewandt 0,0032 ccm Glycerinauszug, 0,25 g Stärke, Phasphatpuffer ; 37°, 10 Minuten, 
Angaben in mg Maltose.) 

Zusatz i I = 8,0 

I ccm Wasser j 18,8 3,1 

10 mg glyk. Na i 10,3 ^ 4,8 

I ccm o,2n-NaCl 39.o I 25,6 

I ccm o,2n-NaCl + 10 mg glyk. Na 1 29,0 | 31,3 

3. Abhängigkeit von der Wasserstof fzahl. 

Für Speichelamylase fanden W. E. Ringer und H. van Trigt 3 das Optimum 
etwas abhängig von der Natur des angewandten Puffers. Nach L. Michaelis und 
H. Pechstein ^ liegt das Wirkungsoptimum bei 6,1 bis 6,2 (Acetat- und Pliosphat- 
puffer), bei gleichzeitiger Aktivierung durch Chlorion bei 6,7, durch Nitrat bei 6,9. 
Dieser Befund dürfte nicht mit der Annahme verschiedener Amylasearten zu deuten 
sein. Wie bei pankreatischer Dipase werden die Aktivatoren bei verschiedener Reaktion 
des Mediums ungleich wirken, und ihr [151] Einfluß wird den der Wasserstoffionen- 
konzentration überdecken. Die Versuche der voransteheiiden Tab. i haben dies für 
den Zusatz von Natriumchlorid bestätigt. Ähnlich haben auch A. Hahn und K, Har- 
PUDER^) ,,die Verschiebung des Optimums durch Salze als eine Folge der kombinierten 
Salz-Pufferaktivierung“ verstanden. 

Für die Pankreasamylase liegen genaue Bestimmungen des Wirkungsoptimums 
von H. C. Sherman, A. W. Thomas und M. W. Baldwin -) vor. Die Messungen, die 
stets unter Zusatz von Natriumchlorid mit Phosphatpuffer ausgeführt wurden, ergaben 
optimale Acidität zwischen p^^ 6,7 und 7,0. 

Ohne den Zusatz von Natriumchlorid finden wir die nämliche Reaktion von 
Pu optimal, wie die Xurve I der heigeiügten Figur, sowie die folgenden aus der 
Tab. I entnommenen Zahlen zeigen. 

Amylase bei wechselndem pu (Phospliatpuffer) ohne Chlorid. 

(0,0032 ccm Glycerinauszug, 25 ccm Tproz. Stärke, 10 ccm 0,2 n-Phosphatpuffer. i eem Wasser, 
37°, IO Minuten, Angaben in mg Maltose.) 
pH = SA ^<0 b,8 7,5 8,0 

4,5 II, "k; 12,5 18,8; 18,0 9,8; 10,2 4,3; 3,1 

Auch bei Gegenwart der für größte Aktivierung gewählten Menge Natrium- 
chlorid, einer zweimal geringeren als in der Arbeit von Sherman, Thomas und Bald- 
win, erscheint gemäß der Tab. 3 in Übereinstimmung mit diesen Forschern der 
Wasserstoffexponent 6,8 optimal. Unter diesen Bedingungen ist die Abhängigkeit 
der Wirkung vom p^, verglichen mit den Angaben der amerikanischen Forscher, stärker 

3 Diese Zs. Bd. 82, S. 484 [1912]. Biochem. Zs. Bd. 59, S. 77 [1914]- 

') Zs. Biol. Bd. 71, S. 287 [1920]. 

*) Jl. Am. ehern. Soc. Bd. 41, S. 231 [1918/19]. Davon abweichend ist der Befund von J, Tem- 
MiNCK Groll, Nederl. Tijdschr. Geneesk. Bd. 65, II, S. 2541 [1921]; Chein. Zbl. Bd. r, S. 210 
[1922], wonach die Pankreasamylase zwischen pn 4,6 mid 6,8 gleichbleibende Wirkung hat. 
Diese Arbeit ist aber noch mit der Bestimmungsmethode von Wohlgemuth durchgeführt. 
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ausgeprägte die Kurven der beigefügten Figur zeigen im alkalischen Gebiete [152] in- 
folge der geringeren Chlornatriunikonzentration einen weniger steilen Verlauf. 

Tabelle 3. 

Amylase bei wechselndem pn (Phosphatpuffer) unter Chloridzusatz*). 

(0,0016 ccm Glycerinauszug, 25 ccm iproz. Stärke, 10 ccm 0,2 n-Phosphatpuffer, i ccm 
o,2n-NaCl, 37°, 60 Minuten, Angaben in mg Maltose.) 

P^ = 54 6,0 6,5 6,8 7,0 7,2 7,5 8,0 

32.3 40.9 59,3 73,4 69,5 64,2 59,2 39,6 

4. Kinetik der Amylasewirkung. 

Die viel untersuchte Kinetik der diastatischen Stärkehydrolyse ist am besten 
beleuchtet in den mit Malzenzym ausgeführten neuen Arbeiten von H. v. KueKR und 
0 . SvANBERG^) sowie von H. DÜERS und W. Wasmund^). Wie es aus der Gämngspraxis 
lange bekannt ist, zeigt sich auch in diesen Untersuchungen und wird im folgenden 
mit dem Pankreasenzym bestätigt, daß die Reaktionsgeschwindigkeit einen scharfen 
Knick bekommt, wenn ungefähr 0,75 g Maltose (wasserfrei) aus i g Stärke entstanden 
sind, also 71% der theoretischen Menge („Grenzabbau''). 

Verzuckerung von 0,25 g Stärke mit 10 mg Pankreaspulver. 

60 Minuten . . 139,2 mg Maltose 

76 . 168,5 M 

875 . . 188,8 „ 

Daß es bei der Spiritusfabrikation dennoch eine weitgehende „diastatische 
Nachwirkung" gibt, wird demnach auf der Beseitigung der gebildeten, die Amylase 
hemmenden Maltose durch Vergärung beruhen*. 

Mit den früheren Autoren sind wir somit darin einig, die Reaktionskoustanten bei 
Anwendung von i g Stärke auf 0,75 g als Anfangskonzentration zu beziehen. 

Für Malzamylase wurde namentlich von H. UÜBRS und W. Wasmund bis zu einem 
Umsatz von 40% Proportionalität von Reaktionsdauer und gebildeter Maltose ge- 
funden, demgemäß starkes Ansteigen des für luonomolekulare Reaktion berechneten 
Koeffizienten, der weiterhin eine gewisse Zeit [153] konstant bleibt und schließlich 
fällt. Mit tierischer Amylase ist der Verlauf der Stärkchydrolyse ein anderer. Hierüber 
liegen, mit genauerer Bestimmungsmethode ausgeführt, nur einige Versuche von 
H. C, Sherman und J. C. Baker vor, in denen sich bis zur Hydrolyse von 40%, bei 
einem Präparat von /^-Amylose bis zu 55 % praktisch monomolekularer Reaktions- 
verlauf ergibt. Der Gang der Hydrolyse wurde nur in Kupfermengen ausgedrückt; der 
Zusammenhang zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Bnzymmenge ist nicht be- 
handelt. 

3 Ähnlidie Beobachtungen über die Abschwächung der Abhängigkeit vom pn bei Salzzusatz 
finden wir in der kürzlich erschienenen Abhandlung von C. Böhne, Permentforschung Bd. 6, 
S. 200, und zwar S. 221 [1922]. 

*) Vgl. auch Tab. i und die Abbildung. *) Diese Zs. Bd. 112, S. 191 [1920/21]. 

3 } Permentforschung Bd. 5, S. 169 [1920/21]. 

* Kg/, hierzu R. Kuhn, Liebigs Ann. d. Chem. 443, S. i [1925], und zwar S. 6. 

*] Jl. Am. Chem, Soc. Bd. 38, S. 1885, und zwar S. 1896 [1916]. 

Der in der Zusammeufassung von Sherman und Baker (S. 1904) angefülirtc Betrag 
von 75 % scheint uns mit ihren experimentellen Befunden nicht in Einklang zu stellen. 
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P'tir die im folgenden ausgearbeitete und angewandte Bestimmungsmethode geben 
uns einige Versuche (Tab. 4) mit wechselnden Mengen von Glycerinauszügen aus ge- 
trockneter Pankreasdrüse die Grundlagen. 

Tabelle 4. 

Kinetik der Paiikreasaniylase. 

{Substrat 0,25 g Stärke in 25 ccm Wasser; pn = 6,8, eingestellt mit 10 ccm 0,2 n-Pliosphat- 
puffer; Zusatz von i ccm o,2n-NaCl; 37 ^) 
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Der Koeffizient der monomolekularen Reaktion zeigt genügende Konstanz bis 
zu einer Maltosemenge von loo mg aus 0,25 g angewandter Stärke (also 0,40 g aus 
I g Stärke). Auch bei größeren Enzymmengen sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit 
ungefähr von diesem Punkte an. Für die Bestimmung der Amylase werden am besten 
die Enzymmengen so gewählt, daß die Reaktionskonstante zwischen 0,001 und 0,03 
liegt ; dann erfolgt in 7 bis 60 Minuten die Hydrolyse von 10 bis 30 % der Stärke. Wie 
die Tab. 5 zeigt, finden wir für diesen Bereich [155] mit Enzymmengen im Verhältnis 
von 1 : 32 und mit Zeiten im Verhältnis von i : 4 genaue Proportionalität zwischen 
Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge. 

5. Bestimmungsmethode. 

Die folgende Bestimmungsweise soll sich an die von H. v. EueKR und 0 . Svan- 
BRRG^ vorgeschlagene Bestimmung und Definition der enzymatischen Wirksamkeit 
von Malzamylase anschließen. Während aber für diese 5 optimal und Zusatz von 
Aktivatoren nicht erforderlich ist, dient für die Bestimmung der Pankreasamylase ein 
Medium von der optimalen Wasserstof fzahl 6,8 unter ausgleichender Aktivierung 
durch Phosphatpuffer zusammen mit Natriumchlorid. Die Hydrolyse von 0,25 g 
Stärke (in 37 ccm bei 37 °) wird im Bereich der ersten 40 % verfolgt. Die gebildeten 
Aldehydgruppen messen wir mit der streng stöchiometrischen Hy pojodit-Titration und 
beziehen sie auf 0,1875 g Substrat als Anfängskonzentration. Die unter Annahme 
monomolekularen Reaktionsverlaufs berechnete Konstante Ä = J ■ logio für 

die sich mit geeigneten Enzymmeiigen Werte zwischen 0,001 und 0,03 ergeben, bekommt 
die' weitere Bedeutung, daß sie die Eiizymmenge in Amylaseeinheiten ausdrückt. 

Ausführung. In einer zylindrischen Standflasche mit eingeschliffenem Stopfen 
von 50 ccm Inhalt werden 

25 ccm frisch bereitete iproz. Eösung von Kablbaumscher löslicher Stärke, 

10 ccm o,2n'Phosphatpuffer, bestehend aus 5,1 ccm o,2n-KH2P04 und 4,9 ccm 

o,2n-Na2HP04 + 2H20 sowie i ccm o,2n-NaCl 
vermischt und im Thermostaten auf 37,0° gebracht. Das Enzym fügt man unter 
Umschütteln hinzu, trockenes Präparat aus dem Wägeglas oder Enzymlösung, z. B. 
1,00 ccm, aus der Meßpipette. Nach Ablauf von gewöhnlich 10 Minuten wird die 
Reaktion durch Zusatz von 2 ccm mSalzsäure unterbrochen. Man spült das Reaktions- 
gemisch mit wenig Wasser in einen [156] Erlenmeyerkolben und versetzt es mit Jod, 
für je I mg erwarteter Maltose mit 0,6 ccm o,in-Lösung, sodann tropfenweise unter 
Umschütteln mit o,in-Natronlauge. Ihre Menge ist so zu bemessen, daß nach Neutrali- 
sieren der zugefügten Salzsäure und Umwandlung des sauren Puffer-Phosphats in sekun- 
däres (zusammen 30 ccm) noch das anderthalbfache vom Volumen der Jodlösung 
angewandt wird. Nach 15 Minuten langem Stehen wird mit verdünnter Schwefelsäure 
angesäuert und das überschüssige Jod mit o,in-Thiosulfatlösung zurücktitriert. 

^ Diese Zs. Bd. 112, S. 193, imd zwar S. 219 [1920/21]. 
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Den Eigenverbrauch der Stärke sowie der Enzymlösung an Jod ermittelt man zu 
gleicher Zeit durch eine Kontrollbestimmung, wie im Abschnitt E i beschrieben. Nach 
Abzug dieses Eeerverbrauchs wird die gefundene Jodmenge nach dem Verhältnis 
17,15 mg CiaHazOii ; i ccm "/lo-Jod als Maltose berechnet. 

Beispiel. 0,80 ccm einer Eösung, die aus 1,00 ccm Pankreas-Glycerinauszug mit 
250 ccm Wasser bereitet war, ließen wir unter den bestimmten Bedingungen 10 Minuten 
auf die Stärke einwirken. Nach dem Sistiercn der Hydrolyse mit Säure fanden wir bei 
der Titration des entstandenen Aldehydzuckers einen Verbrauch von 2,29 (wiederholt: 
2,23) ccm 7io -Jod. Die Kontrollbestimniung ergab für die angewandte Stärke und 
Enzymlösung einen Eeerverbrauch von 0,53 (wiederholt: 0,53) ccm Danach 

entsprach die gebildete Maltose 1,76 (wiederholt: 1,70) ccm Jod und betrug 30.2 (wie- 
derholt: 29,2) mg. 

Die Reaktionskonstante ergab sich aus 

VioWio = 0,0076 (wiederholt: 0,0074). 

‘ ^ 0,1875—0,0302 

Maße für Menge und Konzentration des Enzyms. Für die pankreatische 
Amylase wird als Maß die Amylaseeinheit (Am.E.), ähnlich der Idpaseeinheit ^ vor- 
gcschlagen. Sie ist als das Hundertfache derjenigen Enzynimenge bestimmt, für die 
sich unter den angegebenen Versuchsbedingungen die [iS 7 ] Konstante der monomole- 
kularen Reaktion gleich 0,01 ergibt. Daher drückt die Reaktionskonstante zugleich 
die Zahl von Amylaseeinheiten in der Analysenprobe aus. Wenn zum Beispiel 0,5 mg^ 
Trockenpankreas in 10 Minuten 78,6 mg Maltose bildeten, so berechnet sich daraus 
k = 0,0236, und dies ist die Anzahl der Am.E. in den angewandten 0,5 mg. 

Die Menge von 0,01 Am.E. vermag 25 % der im Grenzabbau (75 % von 0,25 g 
Stärke) entstehenden Maltosemenge, nämlich 46,9 mg, in 12,49 Minuten bilden. Eine 
Amylaseeinheit finden wir als Gehalt von ungefähr 2 cg getrockneter Pankreasdrüse. 

Den enzymatischen Reinheitsgrad eines Amylasepräparats soll analog dem Lipase- 
wert der Amylasewert (Am.W.) ausdrücken, nämlich die Zahl von Amylaseeinheiten 
in I cg der Substanz. 

Zu dem von H. v. EuIvER und O. Svanberg«) für die Wirkungsfähigkeit von Malz- 
amylase vorgeschlagenen Maße ^ ^ Maltose 

g-Präparat 

steht der Amylase wert in einer sehr einfachen Beziehung. Da das allgemeinere Maß 
von EueKR und Svanberg, das sich auf i g Enzympräparat bezieht, für verschiedene 
Konzentrationen des Substrats (in Gramm) anzuwenden ist, hat man Sf durch die fest- 
gesetzte Maltosemenge in Zentigramm (18,75). die nämlich unter unseren Versuchs- 
verhältnissen im Grenzabbau entsteht, zu dividieren^), um zum Aniylasewert zu ge- 
langen. Da her ist Amylasewert = Sf ' 0,05333. 

* R. WiEtsTATTER, E. Waedschmidt-LEIXZ und F. Memmen, Diese Zs. (im Druck Abh. 88 ). 

9 Diese Zs. Bd, 112. S. 193. und zwar S. 220 [1920/31]. 

*) Oder mall multipliziert mit dem Reziproken dieser Menge, d. i. 0,05333. 

78 
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Erfahrungen. Die Methode hat sich bei der Bestimmung von Amylase in ver- 
schiedenen Reinheitsgraden bewährt, was in einigen Beispielen gezeigt werden soll und 
sich auch aus den Belegen der präparativen Arbeit ergibt. Eine Ausnahme bildet die 
Bestimmung des Enzyms in stark [158] ammoniumsalzhaltigen Eösungen. Hier wird 
die Hypojoditmethode anscheinend gestört; man fand zuviel Maltose. In diesem Falle 
empfiehlt es sich, die Bestimmung mit Fehlingscher Lösung an die Stelle der Jodtitra- 
tion treten zu lassen. 


Bestimmung in der Pankreasdrüse. 

Die Pankreasprobe Nr. 3 wurde a) am 29. VII., b) am 23. X. analysiert. 

a) 1,0 mg bildeten in 5 Minuten 77,8 mg Maltose, entspr. k = 0,0465. 

b) Je 0,5 mg bildeten in 10 Minuten 78,6 und 78,2 mg Maltose, entspr. k — 0,0244 bzw. 
0,0236. 

Bestimmung im Glycerinauszug. 

Die Enzymlösung aus der Pankreasprobe Nr. 3 wurde a) am 13. VI., b) am 17. X. analysiert. 

a) 0,0032 ccm bildeten in 10 Minuten 31,2 mg Maltose, entspr. k ~ 0,0079. 

b) Je 0,0032 ccm bildeten in 10 Minuten 31,1 und 31,5 mg Maltose, entspr. k ^0,0079 
bzw. 0,0080. 

Diese Beispiele erweisen auch die große Beständigkeit, die das Enzym im Zustand 
des Trockenpankreas und der Glycerinauszüge besitzt. 


Ausbeute im Glycerinanszug. 

Aus IOC g des getrockneten Pankreas, enthaltend 4720 Am.E., gewamieii wir mit 1600 ccm 
87proz. Glycerin durch Abtremieii in der Zentrifuge einen rohen Auszug. Von diesem bildeten 
0,0032 ccm in 10 Minuten 36,9 mg Maltose, entspr. k = 0,00952. Erfolgte die Abtrermimg der 

Flüssigkeit vom Unlöslichen ohne Verlust, so würde die Ausbeute * 0,00952 4760 Am.E. 

betragen. Das Enzjmi läßt sich sehr leicht und vollständig ansziehen. 


Ausbeute bei der Adsorption mit Tonerde. 

Angc'wandt ein geklärter Glycerinauszug, von welchem 0,0186 ccm in 10 Minuten 35,1 mg 
Maltose bildeten, entspr. k = 0,0090. 

III ccm Glycerinlösung mit 53,7 Am.E. wurden mit 1,0 ccm n-Essigsäure angesäuert und 
mit 30 ccm aufgeschlämmter Tonerde B adsorbiert. Das mit der Zentrifuge abgetreimte Adsorbat 
wurde in ein Meßgefäß von 100 ccm gebracht und aufgefüllt; die Restlösuug, sogleich neutrali- 
siert, betrug 125 ccm. 

Adsorbat. 0,0160 ccm Suspension des Adsorbats gaben in 10 Minuten 6,2 mg Maltose, 
entspr. k = 0,00146. 

Restlösung. 0,020 ccm bildeten in 10 Minuten 26,4 mg Maltose, entspr. k = 0,00659. 

[159] Das gesamte Adsorbat enthielt daher 9,1 und die Restlösung 41,2 Am.E-; in beiden 
Anteilen sind also 50,3 Am.E., entspr. 94% des angewandten Enzyms, gefunden worden. 


II. Isolierung der Amylase. 

I. Das Ausgangsmaterial. 

Die Pankreasdrüse des Schweines bildete das Ausgangsmaterial in entfettetem 
und getrocknetem Zustand, wie in der II. Abhandlung beschrieben, und zwar die 
Pankreasprobe Nr, 3. Ihr Amylasegehalt, der bei monatelangem Aufbewahren unver- 
ändert blieb, betrug in i cg 0,47 bis 0,48 Einheiten. Die Amylase ließ sich besonders 
leicht und vollständig in Lösung überführen, durch Wasser ebenso wie durch Glycerin, 
leichter als die Lipase und viel leichter als das Trypsin. Diese Abstufung in der Lös- 
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barkeit ist durch das ungleiche Adsorptionsverhalten der drei Enzyme bedingt. Das 
gepulverte Trockenpankreas wird mit wasserhaltigem Glycerin (16 ccm für i g) unter 
wiederholtem Durchschütteln einige Stunden bei 30 ° behandelt ; der mit der Zentrifuge 
abgetrennte, noch trübe Gb^cerinauszug enthält 93 bis 98 % der Amylase, und zwar in 
100 ccm 284 bis 300 Am.E. 

Beispiel. 50 g Drüsenpulver, 2440 Am, E. enthaltend, wurden mit 800 ccm Glycerin von 
87% IO Stunden bei 30° extrahiert. 0,003200111 Rohauszug gaben in 10,0 Minuten 37.2, in 

10.5 Minuten 38.9 mg Maltose, entspr. k = 0,00961 bzw. 0,00961 und einem Gehalte von 2402 Ein- 
heiten in der ganzen Menge des Auszuges. 

Ebenso gewannen wir aus loo g vom gleichen Pankreas 1600 ccm Glycerinauszug, von 
welchem 0,0032 ccm in to Minuten 36,9 mg Maltose bildeten. Aus k — 0,00942 ergab sich die 
Ausbeute von 4710 Am.E., d. i. 96,5 %. 

Den Rohextrakt klärt man durch Verdünnen mit dem fünffachen Volumen Wasser. 
Dabei fällt ein reichheher Niederschlag aus, mit dem nur sehr wenig Amylase und 
Trypsin, aber etwas mehr, zum Beispiel 15% adsorbierte Lipase verloren geht. 

Von einem rohen Glycerinauszug wurden 10 ccm, enthaltend 28,4 Einlieiteii, mit 50 cem 
Wasser vermischt; mit der Zentrifuge trennten wir die geklärte Enzymlösung ab und erhielten 

55.5 can. Davon heferteii [160] 0,0186 ccm in 10 Minuteii 35,1 mg Maltose, entspr. k — 0,00901. 
Die Lösung enthielt demnach im ganzen noch 26,9 Am.E. 

Einen Anhaltspunkt für die Konzentration der Amylase im geklärten Glycerin- 
auszug gewinnt man beim Fällen mit Alkohol. Die gefundene Zahl wird aber zu günstig 
sein, die Mutterlauge nämlich noch etwas Trockenrückstaiid enthalten. Da z. B. 
58 ccm geklärte Glycerinlösnng (28,1 Am.E.) mit 580 ccm absolutem Alkohol 0,1331 g 
Fällung lieferten, so war der Amylasewert der Lösung, auf dieses Trockengewicht be- 
zogen, 2,1, die enzymatische Konzentration also ungefähr die vierfache im Vergleich 
mit der getrockneten Drüse. 


2. Trennung von Lipase. 

In den geklärten Glycerinlösungen befinden sich neben der Amylase auch die 
T.ipase, 3 /^ vom Gehalt der Drüse, und das Trypsin, etwa der halbe Gehalt der Drüse, 
Eine aus 10 ccm Glycerinauszug dargestellte geklärte Enzynilösung enthielt nämlich 
26,9 Am.E. und 36 L-K. und übte unter den früher angeführten Bedingungen ^ eine 
durch 1,47 ccm o,8n-KOH bestimmte tryptische Wirkung aus. Die Trennung gelingt 
mit Aluminiumhydroxyd aftf Grund der stärker ausgeprägten Adsorptionsaffinität 
der Lipase. Während bei einmaliger Behandlung mit Aluminiumhydroxyd (Sorte B 
die Lipase aus der angesäuerten Lösung zu etwa 90 % adsorbiert wird, bleiben Amylase 
und Trypsin zum großen Teil in der Mutterlauge zurück. 

In der zweiten Abhandlung ist ein genaues Beispiel 3 für die Adsorption der Lipase 
aus 2930 ccm geklärter und angesäuerter Enzymlösung beschrieben. Die Restlösung 
entliielt von angewandten 1758 L.E. noch 180, von 1346 Am.E. noch 1058 d. i. 76% 
und noch annähernd die ganze Trypsinmenge. Der dabei unvermeidliche Verlust an 
Amylase ist lediglich durch das Adsorptionsverhalten der Begleitstoffe bedingt, mit 

* II. Abhandlung, Abschnitt B, I, 5. ^ II. Abhandlung, Abschnitt B, II, i. 

3 Abschnitt B. II, 3 a. 
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denen sie assoziiert ist . Bei der nochmaligen [ 1 6 1 ] Einwirkung von Aluminiumhydroxyd 
geht aus ihrer nun schon viel reineren Lösung nur eine geringfügige Menge in das Adsor- 
bat über. An diesem Punkte, bei der zweiten Behandlung mit Tonerde, zweigt die 
Trennungsmethode der vorliegenden Arbeit von der veröffentlichten Untersuchung 
über Pankreaslipase ab. 

Die Lipase muß nun aus der Amylaselösung mit Tonerde vollständig entfernt 
werden, wofür die Hälfte des für die Adsorption der Hauptmenge angewandten 
Aluminiumhydroxyds genügt (d. i. für loo ccm rohe Glycerinlösung 0,7 g ALO3 
für die zweite Adsorption). Es wäre nicht lohnend, den kleinen Anteil der Lipase, den 
diese zweite Adsorption entfernt, noch zusammen mit der Hauptmenge von Lipase- 
adsorbat zu verarbeiten. Von der Mutterlauge gaben dann z. B. 5,0 ccm keine meßbare 
Verseifung von Olivenöl in 60 Minuten. Diese Lipase-Restlösungen enthielten, wie die 
in der Tab. 6 angeführten Beispiele zeigen, von der Amylase zwischen 62 und 95, 
gewöhnhch 70 bis 80 % . 


Tabelle 6. Ausbeute an Amylase nach Abtrennung der lyipase. 



Glycerinauszi^ | 

i Enzj’m-Restlösnng 

Ausbeute 

% 

ccm 

k 

(0,0032 ccm) 

Gehalt an 
Am.K- 

k 

(in der den 0,003z ccm 
Rohlös. entspr. Menge) 

Gehalt an 
Am.E. 

20 

0,00909 

56,8 

0,00659 

41,2 

72,5 

500 

0,00942 

1472 

0,00696 

i 1058 

72 

355 

0,00942 

1047 

0,00627 

1 

75 

400 

0,00942 

1178 

0,00721 

1 1045 

89 

lOÜ 

0,00942 

2944 

0,00605 

1 183 

62 

50 

0,00942 

147.2 

0,00626 

1 97.8 

66 

100 

0,00942 

294.4 

0,00771 

; 242 

82 

100 

0,00942 

2944 

0,00934 

! 279 

95 


In der von Lipase befreiten sauer reagierenden Lösung unterliegt die Amylase 
rascher Zersetzung. Diese läßt sich durch Zusatz von Glycerin zu einem Gehalt von 
50% oder durch Neutralisieren vermeiden. Die folgenden Versuche [162] zeigen, daß 
die Amylasewirkung der neutralisierten Lösung eine Woche lang konstant blieb. Auch 
lassen sich die verdünnten Lösungen bei neutraler Reaktion ohne Enzymverlust 
im Vakuum auf zehnfache Konzentration einengen. * 



enthalt. 

Glycerin 


mg Maltose 



sofort 

nach 

2 Tagen 

nach 
y Tagen 

0,0206 ccm 0,01 n-essigsaure Enzymlöstmg .... 

1 15% 

24,0 

7.8 

— 

0,0358 ccm 0,01 n-essigsaure Enzymlösung .... 

i 50% 

24,0 

21,9 

— 

0,0212 ccm neutralisierte Enzymlösung 

: 15% 

24,0 

23.5 

20,9 

0,0224 ccm neutral., Diammonphosphat enth. Enzym- 
lösung 

; 12 % 

24,0 

23.1 

22,4 


Die eingedampfte Lösung der Amylase wird durch absol. Alkohol nur noch un- 
vollständig und mit großem Verlust an enzymatischer Wirkung gefällt. Z. B. fielen aus 
20 ccm eingeengter Lösung von 65,1 Am.E. beim Vermischen mit dem Fünffachen an 
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Alkohol 0,1062 g aus, die 11,0 Am.E. enthielten, während in der Mutterlauge nur noch 
15,8 Am.E. gefunden wurden. 

3. Trennung von Trypsin. 

Da bei der Abscheidung der Lipase das diastatische und proteolytische Enzym 
das gleiche Verhalten gegen Tonerde zeigen, so bot die Anwendung unserer Sorten von 
Tonerde keine Aussicht für die Trennung von Amylase und Trypsin. Um so wichtiger 
war es, Unterschiede bei der Adsorption durch Kaolin aufzufinden. Die Adsorption 
wurde in den Versuchen der Tab. 7 bei neutraler und saurer Reaktion, mit wäßriger 
und alkoholhaltiger Enzymlösung geprüft. Die beobachteten Unterschiede waren 
nicht so durchgreifend, daß sie zu einer glatten Trennung der beiden Enzyme zu führen 
schienen. Amylase wurde bei neutraler und schwach alkalischer Reaktion in geringem 
Maße adsorbiert, besser aus schwach essigsaurer Losung, am reichlichsten, wenn die 
Flüssigkeit zugleich einen beträchtlichen Alkoholgehalt besaß. Dagegen unterstützt 
der Zusatz von Alkohol nicht die Adsorption des Trypsins, das unter den verschiedenen 
Bedingungen zur Hälfte bis zu zwei Dritteln adsorbiert wird. 


[163] Tabelle 7. Verhalten des Amylase-Trypsin-gemisches gegen Kaolin. 


angewandt 

g Kaolin 

Reaktion 
der Ljösung 

Alkohol- 

konzeiitr. 

adsorbiert 

Ani.K. % 

Ti y psin wi rkung 
cerä 0.8 n-KOH 

' nach 
j der Ads. 

314 

1,2 

neutral 

40 

54 1 17 

1,02 

043 

314 

24 

0,01 ii-ei 5 sigsaiier 

40 

244 1 77 

— 

— 

314 

2,4 

0,01 n-ammoniak. 

i 40 j 

74 ' 23 

0,81 

0.59 


0,6 

0,01 :i-ainmoniak. 

1 50 1 

2,9 ! 19 

— 

— 

78,0 

44 

neutral i 

i 0 

74 i 9 

149 

1,12 

84,2 

44 

0,01 ti-essigsauer 

' ^ 

17,0 1 20 

145 

Ü,8i 

494 

44 

0,04 n-essigsaner 

0 

32,8 1 66 

— 

— 


Das Adsorptionsverhalten der beiden Enzyme war in diesen Versuchen noch 
verschleiert. Bei der nochmaligen Einwirkung desselben Adsorbens gelang aber die 
Adsorption von Trypsin vollständig, ohne daß es wieder von einer nennenswerten 
Menge der Amylase begleitet wurde. In der von Lipase befreiten Enzynilösung war 
also die Adsorbierbarkeit der Amylase nur durch ihre Begleiter bedingt. Sie führen 
in das Kaolin bei seiner ersten Anwendung einen Teil der Amylase mit. Dabei verarmt 
die Lösung an diesen für die Adsorption der Amylase unentbehrlichen Koadsorbentien, 
so daß die Amylase bei der zweiten Einwirkung von Kaolin nicht weiter adsorbierbar 
ist. Die Begleitstoffe haben zugleich die Adsorption des Trypsins gestört, das umgekehrt 
wie die Amylase erst bei der zweiten Behandlung mit Kaolin leicht und vollständig 
aufgeuommen wird. 

Nacfi diesen Erfahrungen läßt sich die Trennung von Amylase und Trypsin durch 
zweimalige Einwirkung von Kaolin auf die schwach essigsaure (von Alkohol freie) 
Lösung durchführen, wobei sich die Verluste an Amylase gewöhnlich zwischen 20 und 
40 % bewegen. 
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Beispiel der Trennung mit Kaolin. 

Angewandt eine von Bipase befreite Pnzynilösung. 

0,0199 ccm bildeten in 1 1 Minuten 35,5 mg Maltose, entspr. k ^ 0,00829, 

50.0 ccm bewirkten mit Gelatine in 2 Stunden Aciditätszunahme entspr. 1,25 ccm o,8n-KOH. 

[164] 200 ccm dieser Lösung, demnach 84.2 Am.K. enthaltend, wurden mit 2,3 ccm n-Essig- 

säure angesäuert imd mit der Suspension von 4,8 g elektroosmotisch gereinigtem Kaolin in 20 ccm 
Wasser geschüttelt; mittels der Zentrifuge tremiten wir 210 ccm Restlösimg ab. 

Davon lieferten 0,0195 ccm in 10 Minuten 25,1 mg Maltose, entspr. Ä ~ 0,00624; daher 
enthielt die Flüssigkeit noch 57,2 Am.E. 

52.0 ccm gaben mit Gelatine Aciditätszimalune entspr. 0,81 ccm 0,8 n-KOII. 

Der Trypsingehalt betrug noch etwa der angewandten Menge. 

Von demselben hpasefreien Enzymgctiiisch unterwarfen wir weitere 200 ccm ebenso einer 
zweimaligen Behandlung mit je 4,8 g Kaolin und gewannen 222 ccm Adsorptionsrestlösung. 

0,0220 ccm derselben bildeten in 10 Minuten 25,1 mg Maltose, entspr. ^ = 0,00624 und 
einem Gehalt von 63 Am.E, der Ivösung im ganzen. 

56.0 ccm bewirkten mit Gelatine in 2 Stunden keine meßbare Aciditätszunahme. 

Die Restlösung enthielt also noch etwa 75 % der ai^ewandten Amylase und war frei von 
der proteolytischen Wirkung. 

Aus den dabei erhaltenen Kaohnadsorbaten ließ sich das Trypsin mit aminoniakalischem 
Phosphat (100 ccm o,6prüz. 2V3-bas. Ainmonphosphat) freilegen, ohne daß es in der Elution 
von Amylase begleitet war. 

0,010 ccm Elution bildeten in 10 Minuten keine meßbare Menge Maltose. 

25.0 ccm bewirkten mit Gelatine in 2 Stunden Aciditätszunahme entspr. 1,41 ccm o,8n-KOH. 

Die Adsorptionsmethode hat demnach als Restlösung das diastatische Enzym 
trypsinfrei, als Elution aus dem Kaolin das Trypsin frei von Amylase geliefert. 

Die Amylase befindet sich in der enzymatisch homogenen Lösung in über 12 mal 
konzentrierterem Zustand als in dem geklärten Glycerinauszug. 

57 ccm einer von Lipase und Trypsin freien Lösung, die 14,8 Am.E. enthielten 
(0,0237 ccm : 24,7 mg Maltose, 10 Minuten; ^ = 0,00614), ließ man zur Entfernung 
des Glycerins 7 Tage gegen fließendes destilliertes Wasser dialysieren. Die enzy- 
matische Wirkung ging dabei völlig verloren. Danach hinterblieben beim Eindampfen 
0,0056 g trockener Rückstand. Der Amylasewert, darauf bezogen, betrug 26,4. 

Dieser Rückstand der Dialyse zeigte in o,iproz. Lösung die Reaktion von Millon 
nicht mehr, aber eine geringe Reaktion [165] mit Mnhydrin und eine schwache Kohlen- 
hydratreaktion nach Molisch, Mit Eerrocyanwasserstoff und mit Pikrinsäure trat kein 
Niederschlag auf. 


4. Steigerung des Reinheitsgrades. 

Wenn die Amylase den Zustand enzymatischer Einheitlichkeit erreicht hat, 
verdankt sie noch immer ihren Begleitstoffen eine gewisse Adsorbierbarkeit, die sich 
zu ihrer weiteren Reinigung ausnützen laßt. Sie wird auf dieser Stufe der Reinigung 
noch von Tonerde adsorbiert, und zwar aus neutraler Lösung bei einem hohen Gehalt 
an Alkohol. Es ist mindestens eine Konzentration von 50 % Alkohol dafür erforderlich, 
bei geringerer sinkt der Adsorptionswert der Tonerde. Dieser Einfluß des Alkohols 
ist wahrscheinlich mit seiner Wirkung auf Aminosäuren und Peptide zu vergleichen, 
die in alkoholischer Lösung titrierbare Säuren sind, er ist also wie in einigen früher be- 
obachteten Beispielen (Invertin, Lipase, Peroxydase) zurückzuführen auf Entwicklung 
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der sauren Eigenschaften, sei es des Enzyms selbst oder nur derjenigen von Koadsor- 
bentien; im vorliegenden Falle sind es die Koadsorbentien, deren Adsorption durch 
Anwendung der alkoholischen Lösung unterstützt wird. Eluiert man die Amylase aus 
dem entstandenen Tonerdeadsorbat mit schwach alkalischen Mitteln, so gelingt ihre 
erneute Adsorption unter gleichen Versuchsverhältnissen nur noch sehr unvollkommen. 
Die Koadsorbentien sind also wenigstens teilweise von dem Enzym abgetrennt worden. 
Die Amylase scheint hiernach in reinem Zustand aus 50proz. Alkohol überhaupt nicht 
mehr adsorbiert zu werden, während andere Enzyme, z. B. Invertin, mit steigendem 
Reinheitsgrad leichter adsorbierbar sind. Die Adsorptionsaffinitäten der Amylase 
sind im Vergleich zur Lipase, zum Trypsin und anderen untersuchten Enzymen die 
schwächsten. Die Untersuchung soll nach der Richtung fortgesetzt werden, Bedingungen 
zu ermitteln, unter denen das Enzym vielleicht auch in dem erreichten Reinheitsgrade 
noch adsorbiert werden kann, und das wahre Adsorptionsverhalten des Enzyms 
genauer zu bestimmen. 

Die Adsorption der Amylase war, wie die Versuche der [166] Tab. 8 zeigen, unter 
den bestimmten Bedingungen gut ausführbar, erforderte aber besonders große Mengen 
Adsorbens. Von den angewandten Tonerdesorten ist das Präparat A, das für Lipase, 
verglichen mit E, ungünstig ist, für die Adsorption der Amylase besonders geeignet. 


Tabelle 8 . Adsorption der Amylase durch Tonerde. 


angewandt \ 
Ara.K- 

Alkoholkonz. 

Tonerde 

Sorte i g 

.adsorbiert 

Am.};. 1 

0 / 

16,1 1 

40 

B 

1 0.14 

0,4 i 

2 

18,2 i 

40 

A 

0,60 

i 

32 

18,2 

40 

A 

1 ,20 

10,0 

45 

19.3 

50 

A 

2,40 

19.3 

HXX 

U 5.4 

50 

A 

1 10,80 

155,4 

100 

208 

50 

A 

12,00 

166 j 

80 


Zur Zerlegung der Adsorbate hat das 22/3-bas. Ammonphosphat gedient. Die 
Elutionsausbeute war durchwegs gut, die Bestimmung der Amylase aber in den ammo- 
niumsalzhaltigen Lösungen mit unserer analytischen Methode nicht exakt; man wird 
besser die Ammoniumsalze in den Elutionen vermeiden. 

Die wiederholte Adsorption mit Tonerde aus der phosphathaltigen Elution ergab 
nur 30 % Enzym im Adsorbat, in einem anderen Beispiel nach Ausfällung der Phosphor- 
säure mit Magnesiamischung auch nur 40%. 

400 ccm Llution aus dem Tonerdcadsorbat mit einem Gehalt von 112,5 Am.E. (0,0x47 ccm, 
IO Minuten : 17,0 mg Maltase, entspr. Ä — 0,00414) befreiten wir mit Magnesiamischung von 
Phosphorsäure. Das Filtrat wurde mit Essigsäure neutralisiert und unter Berücksichtigung des 
Volumens der Tonerdesuspension mit Alkohol auf die Konzentration von 50% gebracht. Zur 
Adsorption wandten wir 5.47 g Tonerde A an. Die Adsorptionsrestlösung betrug nach dem 
Abtrenneii in der Zentrifuge 1490 ccm und enthielt noch 65,4 Ani.E. (0,0548 ccm, 12 Minuten: 
12,0 mg Maltose, entspr. h ~ 0,0024). 

Beispiel für die Reinigung mit Tonerde. 

Nach Abtrennung von Lipase und Trypsin und Neutralisieren gegen Lackmus bildeten 
von der Amylaselösung 0,0237 ccm in 10 Minuten 24,7 mg Maltose, entspr. k — 0,00614. ccm 
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dieser Eösung, die demnach [167] 155,4 Am. E. enthielten, versetzten wir mit 720 ccm 96proz. 
Alkohol und mit 360 ccm Suspension der Tonerde A (10,8 g AIJO3). 

Die Adsorptionsrestlösung betrug 1435 ccm. Davon gaben 0,0566 ccm in 12,25 Minuten 
keine meßbare Menge Maltose. 

Das rasch in der Zentrifuge abgetrennte Adsorbat wurde umnittelbar in den Zentrifugen- 
gläsern zur Elution 2 mal mit je 200 ccm ammoniakalischem Phosphat angerührt, das aus 1 14 ccm 
iproz. (NH4 )jHP 04, 6 ccm n-NH3 und 80 ccm S/proz. Glycerin bestand. 

Von den vereinigten Blutionen, zusammen 435 ccm, bildeten 0,0142 ccm in ro Minuten 
24,2 mg Maltose, entspr. k = 0,0060. Diese Analyse ergibt also 187 Am.E. Es hat sich gezeigt, 
daß nicht eine Überaktivierung des Enzyms den zu hohen Wert verursachte; es bedarf weiterer 
Untersuchungen zur Erklärung dieser Steigerung, an der auch wohl nicht allein eine Störung 
des analytischen Verfahrens durch das vorhandene Annnonsalz Schuld trägt. Der erreichte 
Reinheitsgrad wird hn folgenden, gewiß nicht zu günstig, nur mit der Zahl der in der Ausgangs- 
lösung bestimmten 155,4 Am.E. berechnet. 

Von der Elution vi^urden 205 ccm durch siebentägige Dialyse gegen fließendes 
destilliertes Wasser von Elektrolyten und vom Glycerin befreit. Beim Abdampfen 
hinterbliebeii 11,0 mg trockene Substanz, Der Amylasewert dieses mit Tonerde ge- 
reinigten Präparates ist demnach auf 64 zu schätzen. 

Die enzymatische Konzentration der Amylase ist in dem beschriebenen Beispiel 
auf mehr als das 130 fache von derjenigen im getrockneten Pankreas gesteigert. Für 
den Vergleich mit den Präparaten anderer Forscher verdankt man der Untersuchung 
von H. V. Euler und 0 . Svanberg' eine Brücke, das Maß Sf, nach welchem einem 
durch Dialyse gereinigten Präparate von Malzamylase des Stockholmer Laboratoriums 
der Wert 16,6 zukam. Auch die hochwertigen Amylasepräparate von H. C. Sherman 
und M. D. Schlesinger, die nach der ,,new scale“ von H. C. Sherman, E. C. Kendall 
und E. D. Clark - bestimmt wurden, lassen sich mit den nach Euler und Svanberg 
gemessenen Präparaten vergleichen. Die Malzamylase von H. C. Sherman und 
M. D. Schlesinger ^ hat nach Euler und Svanberg 58 Sf. Es dürfte genauer [168] 
sein, unter Berücksichtigung des Eulerschen Temperaturkoeffizienten (40° : 37“ — r,2) 
den Wert von 48,3 Sf anzunehmen. Und die Pankreasamylase von H. C. vShbrman 
und M. D. Schlesingers), die durch fraktionierte Fällung aus wäßrig-alkoholischer 
Lösung mit Äther bei tiefer Temperatur gereinigt war und 3600 Einheiten nach ,,new 
scale'‘ zeigte, entspricht 115 Sf (nämlich 1000 Einheiten „new scale“ = 38,5 Sf ; dazu 
ist noch der oben angegebene Temperaturkoeffizient berücksichtigt). 

Das in unserem Beispiel beschriebene Präparat der pankreatischen Amylase hat 
den Wert von mindestens 1205 Sf erreicht. 

Nach der einmaligen Reinigung mit Tonerde zeigte das Enzym keine Reaktionen 
mehr von Proteinen und ihren Abbauprodukten. Mit o,2proz, Lösung des Trockenrück- 
standes war die Millonsche Reaktion negativ, und die Ninhy drinprobe ergab bei 
längerem Kochen keine Färbung. Pikrinsäure, Ferrocyanwasserstoff säure bewirkten 
keine Trübung. Nur die Reaktion von MoUsch zeigte noch wie vor der Behandlung 
mit Tonerde einen geringen Gehalt von Köhlenhydrat an. 

' Diese Zs. Bd. 112, S. 193. und zwar S. 219 [1920/21]. 

* Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 32, S. 1073 [1910]. 

3 Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 37, S. 643 [1915]. 

*) Journ. Am. Chem, Soc. Bd. 37, S. 1305 [1915]. 
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91. ZUR STALAGMOMETRISCHEN BESTIMMUNG DER LIPATISCHEN 
TRIBUTYRINHYDROLYSE. 

Von Richard Willstätter und Friedrich Memmen. 

Vierte Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Mitteilung aus dem Chemischen I/aboratorimn der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

Mit 3 Abbildungen im Texte. 

(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1923.) 

Einleitung. 

Die Lipase ist im Gegensatz zum Invertin und anderen Enzymen in ihrer Wirkung 
vom kolloiden Zustand und der Vermischung mit Fremdkörpern in hohem Maße ab- 
hängig. Diesem Umstand vor allem muß eine Methode für die quantitative Bestim- 
mung des Enzyms von verschiedener Herkunft und wechselndem Reinlieitsgrad Rech- 
nung tragen. Das Wesentliche und Eigentümliche einer Lipasebestimmung liegt nicht 
in der Art, wie der Umsatz gemessen wird, ob beispielsweise durch Titration der ent- 
stehenden Carbonsäure oder auf Grund eines anderen Merkmals der Substratänderimg. 
Die Brauchbarkeit einer Methode, um die Enzymmengen bei der Untersuchung tie- 
rischer Organe und Säfte oder im Gang eines Reinigungsverfahrens zu vergleichen, 
hängt vielmehr davon ab, daß man die Lipase zum Zweck der Analyse zunächst ,,in 
ein geeignetes vSystem bringt, sei es unter Aktivierung oder unter Hemmung, um die 
Unterschiede im Wirkungsvermögen auszugleichen, das je nach Menge und Natur 
der Begleitstoffe wechselt*'. Das ist der Sinn unserer vor kurzem [2] veröffentlichtem 
Bestimmungsweisen der pankreatischen Fettspaltung, entweder mit Hemmung durch 
zugefügtes Alb umin bei konstant saurer Reaktion oder mit Aktivierung durch Albumin 
und Calciumchlorid, sei es in konstant alkalischem Medium oder mit Wechsel vom 
alkalischen zum sauren Gebiet. Die gebildete P'ettsäure wurde titriert. Diese Methode 
bewährte sich bei der Analyse von Lipa-äe in der Drüse und ihren Auszügen und in 
einer Folge von Adsorptionen mit verschiedenen Mitteln und Elutionen aus den Adsor- 
baten. Aber sie ist nicht geeignet für die Vorkommnisse von Lipase in großer Ver- 

1 Erste Abhandlung über Pankreasenzyme, Diese Zs. Bd. 125, S. 93 [1922/23]. 
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dünnung wie zum Beispiel im Blutserum oder im Magensaft und im Magen selbst. In 
solchen Fällen ist die stalagmometrische Messung nach P. Rona und h. Michaeus^ 
mit Monobutyrin oder besser Tributyrin als Substrat durch ihre weitaus größere Emp- 
findliclikeit der alkalimetrischen Fettsäurebestimmung überlegen. 

Die lipatische Butyrinspaltung unterliegt wie die Ölspaltung den quantitativ sehr 
bedeutenden Einflüssen der verschiedenartigen Begleitstoffe. Es kommt daher vor, 
daß bei der Reinigung von Magenlipase durch Adsorption mit Tonerde und Elution 
mit Ainmonphosphat die Ausbeute sich zu verdoppeln scheint, während in Wirklich- 
keit große Verluste dabei nicht vermieden werden können. 

Um die schöne Bestimmungsweise von P. Rona und L. Michaelis zu einer Methode 
der quantitativen Analyse auszugestalten, war es daher erforderlich, die Einflüsse der 
wichtigeren bekannten Begleitstoffe zu prüfen und womöglich auch die Wirkungen 
unbekannter Hemmungskörper und Aktivatoren so zu überwinden, wie es für die Be- 
stimmung der lipatischen Fettspaltung geschehen ist. 

Die Wirkung der Lipase auf Tributyrin wird bei alkalischer wie bei saurer Reaktion 
durch Proteine stark gehemmt, während [3] die Ölspaltung durch Albumin zwar in 
saurem Medium gehemmt, in atkahsehem Gebiet aber gesteigert wird. Dieser Unter- 
schied ist aber nur scheinbar so einfach und wesentlich. Auf die Tributyrinhydrolyse 
übt nämhch Albumin bei Gegenwart von Natriumoleat auch den entgegengesetzten 
Einfluß aus, nämlich aktivierenden, und die Aktivierung, welche die Seife allein be- 
wirkt, läßt sich durch Albumin noch steigern. Nun kommt bei der pankreatischen Fett- 
spaltung in alkalischem Medium nie Albumin allein zur Wirkung, sondern nur in Kom- 
bination mit der entstehenden Seife. Die Aktivierung der lipatischen Ölspaltung durch 
Eiweiß findet also ein Analogon in der Aktivierung der Tributyrinspaltung durch 
Seife -f Albumin. 

Unter den Aktivatoren der Butyrinspaltung steht bisher vereinzelt ein Tripeptid, 
Leucylglycylglcyin, dessen noch unerklärte Wirkung sehr bedeutend ist. Eine ganze 
Gruppe wichtiger Aktivatoren bilden die Seifen, z. B. gallensaure Salze und ölsaure 
Alkalien und Erdalkalicn. Calciumoleat wirkt viel stärker als Alkaliseife. Es steigert 
sclion in sehr geringer Konzentration den lipatischen Wert auf annähernd das Zehn- 
fache und es ist für die ausgleichende Aktivierung auch deshalb besonders geeignet, 
weil es den Einfluß der Proteine in weiten Grenzen auszuschalten vermag. 

Die Wirkung der anzuwendenden kleinen Mengen von Calciumoleat bei der Hydro- 
lyse des Tributyrins kann ebenso wie bei derjenigen fetter Öle durch das Auftreten 
„komplexer"^) Adsorbate erklärt werden, in denen sowohl die Lipase wie das Tributyrin 
gebunden sind, während die Hemmung durch Albumin auf der Adsorption der einen 
Komponente des enzymatischen Systems allein, nämlich der Lipase, beruhen mag. 
Die besondere Wirkung der Kombination von Albumin und Seife ließ sich auf die Bil- 

* Biochem. Zs. Bd. 31, S. 345 [1911]; ferner P. Rona, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 482 [1911] 
und H. Davidsohn, Biochem. Zs. Bd. 45, S. 284 [1912] und Bd. 49, S. 249 [1913]. 

q Diese Zs. Bd, 125. S. 93. und zwar S. 100 [1922/23]. 
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düng eines ,, gekoppelten"' Adsorbens zurückführen, nämlich einer Verbindung von 
Albumin mit Seife. Als wir in diesem Sinne in den Kolloidteilchen von Calciunioleat- 
Albumin ,, Träger der besonders günstigen komplexen Adsorptionswirkung auf IJpase 
und Fett'" erblickten, [4] waren uns Verbindungen der Eiweißkörper mit den hohen 
Fettsäuren und ihren Salzen noch nicht bekannt. Aber kurz darauf ist in wichtigen 
Untersuchungen von Wo. Pauu ^ und von S. Matsumura^ aus Pauus Uaboratorium 
die zuerst von A. Jarisch^ beobachtete Fällung der Eiweißstoffe durch Seifen genauer 
erforscht und für die Annahme der gekoppelten Absorbentien eine schöne Bestätigung 
erbracht worden. 

Für die im folgenden mit geteilte stalagmonietrische Bestimmung der Tributyrin- 
spaltung, für die ein Hundertstel oder nur ein Fünfhundertstel der zur alkalimetrischen 
Bestimmung angewandten Menge Eipase genügt, wird daher ein System ausgleichender 
Aktivierung bei = 8,6 durch Zusatz von Albumin, Natriunioleat und Calcium - 
Chlorid eingerichtet. Obwohl sich diese analytische Methode schon in vielen Beispielen 
bewährt hat, sind besondere Fälle nicht ausgeschlossen, in denen der getroffene Aus- 
gleich unzureichend sein mag und ergänzt werden muß. 

Als Maß der Tributyrinspaltung könnte die Eipaseeinheit oder zweckmäßiger 
0,001 E.E. dienen, wenn der Quotient der Zeitwerte von Ölsj^altung und Tributyrin- 
spaltung konstant wäre. Dies war bei den geprüften Eipaselösungen aus Schweine- 
und Schafpankreas wohl annähernd der Fall, nran kann aber nicht mit dieser Konstanz 
rechnen. Pankreaslipase vom Pferd zeigte in der Tat ein abweichendes Verhältnis 
zwischen den Wirkungen auf Olivenöl und Tributyrin. 

Es ist daher vorzuzieheti, das Maß für die lipatische Tributyrinhydrolyse von der 
auf der Ölspaltung beruhenden Einheit unabhängig zu machen. Die Einheit der Eipase 
für die Spaltung des Tributyrins wird als die Menge definiert, die unter den bestimmten 
Bedingungen die Abnahme der Tropfenzahl der Tributyrinlösung in 50 Minuten um 20 
bewirkt, d. i. um etwa die Hälfte der Differenz zwischen den Tropfenzahlen von reiner 
Tributyrinlösung und Wasser. 

[^] Experimenteller Teil. 

Die Bestimmungen wurden nach der Tropfmethode von J. Traube*) mit einem 
Wo. Ostwaldschen^) geraden Stalagmometer ausgeführt, dessen Wasserwert bei 20° 
go,5 Tropfen bei einer Auslaufzeit von etwa 90 Sekunden betrug. 

Tributyrin. 

Für die Darstellung der ButyrinlÖsungen wird empfohlen 5 ), Wasser mit überschüs- 
sigem Tributyrin während i bis 2 Stunden an der Maschine zu schütteln; am geeig- 

* Kolloid-Zs. Bd. 31, S. 252 [1922]. * KoUoid-Zs. Bd. 32, S. 173 [1923]. 

3 Pflügers Arch. Bd. 194, S, 337 [1922]; vgl. auch Biochem. Zs. Bd. 134, S. 163 [1922]. 

*} Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 5, 8.1358 [1911]. 

*) Praktikum der KoUoidchcmic, 3. Aufl., S. 30 [1922]. 

3 ) P. Rona in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden, Bd. 8, 8.301 [1915]. 
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netsten sollen lyösungcn sein, die vor dem Filtrieren 12 bis 24 Stunden gestanden 
haben. Es zeigt sich indessen, daß das Tribut5nrin des Handels zu unrein ist, als daß 
man auf die angegebene Weise mit Sicherheit Lösungen von konstantem Verhalten 
gewinnen könnte. Je nach den wechselnden Umständen, z. B. den Mengenverhält- 
nissen von Tributyrin und Wasser und der Dauer des Stehenlassens können die Lösungen 
verschiedene Ausschläge mit der gleichen Enzymprobe geben und die Werte können 
sich auch von einer Lieferung des Handelspräparates zur nächsten ändern. Die Messun- 
gen mit solchen Tributyrinlösungen sind für reaktionskinetische Folgerungen nicht ge- 
eignet. 

Die Handelspräparatc ergaben statt der berechneten Verseifungszahl 557 folgende 
Werte: 

Tributyrin M: 544 und 547; Tributyrin K: 543 und 540. Und die Anfangstropfen- 
zahl der Lösung bewegte sich zwischen 130 und 137 anstatt 129 bei 20®. 

Vom Tributyrin K wmden 60 g zunächst viermal mit je 200 can destilliertem Wasser aus- 
geschüttelt. Die erste Waschflüssigkeit zeigte die Tropfenzahl 157, die vierte 153. Die durch 
doppelte nasse Filter filtrierten Auszüge, die zur Neutralisation 1,5, 0,7, 0,4 und 0.2 ccm “/lo-KOH 
erforderten, lieferten beim Ausschütteln mit frisch destilliertem Äther 3 g Öligen Rückstand, 
der, von Ätherspuren im Hochvakuum befreit, die Verseifungszahl 480 ergab ; ber. für Dibutyrin 483. 
[6] Weitere 6 Auszüge mit je 200 ccm Wasser rmd noch zwei Ausschüttelungen mit je 400 ccm 
lieferten zusammen 3 g Öl wieder von der Verseifungszahl 484. Die nächsten 3 Auszüge gaben 
ein Präparat von der Verseifungszahl 491, weitere 6 Ausschüttelungen mit je 400 ccm heferten 
nur noch 0,5 g Öhgen Rückstand, der nach seiner Verseifungszahl 530 schon viel Tributyrhi ent- 
hielt. Dabei war die Tropfenzahl des Waschwassers auf 132 zurückgegangen. 

Zu demselben Ende führte in einem anderen Versuche sdion ii maliges längeres Aus- 
schütteln von 50 g nüt je 400 ccm Wasser, wobei die Tropfenzahl der Waschflüssigkeit von 155 
auf 130 vSank. Diese Reinigung genügte für unseren Zweck. 

Ein Tributyrinpräparat ist rein, wenn man aus einer größeren Menge, 5 bis 10 g, 
beim Schütteln mit 200 ccm Wasser eine Lösung von derselben Tropfenzahl wie ans 
3 Tropfen Tributyrin erhält. Unreines Tributyrin gibt natürlich dann den geringsten 
Fehler, wenn ein beträchtlicher Überschuß bei der Bereitung der Lösung vermieden 
wird. 

Die folgenden Versuche und die Abb. i, die zum Beispiel 2 mit Serumlipase gehört, 
sollen zeigen, daß je nach der Reinheit der Tributyrinlösungen dieselbe Enzyininenge 
in derselben Zeit verschiedene Abnahmen der Tropfenzahl bewirkt; je unreiner die 
Lösung, je höher also die Anfangstropfenzahl, desto kleiner ist die Abnahme. Sind 
Fremdstoffe, wie Dibutyrin, zugegen, deren Kapillaraktivität zwar kleiner ist als die 
von Tributyrin, aber doch beträchtlich, so verlangsamt sich bald die anfangs rasch ein- 
setzende Erhöhung der Oberflächenspannung und die Tropfenzahl wird noch fern 
vom Wasserwert schon beinahe konstant (Kurve d). Je reiner die Esterlösung, desto 
rascher sinkt die Tropfenzahl bis in die Nähe des Wasserwertes. 

Wenn die lipatische Wirkung nicht bis zu diesem Ende führt, so dürfte es sich nicht 
um die Einstellung eines Gleichgewichtes handeln, sondern um die größere Beständig- 
keit des noch kapillaraktiven Produktes partieller Hydrolyse gegenüber der geringen 
Enzymmenge. Den Befund von H. Davidsohn^: ,, Während die Serumlipase ... die 


* Biochem. Zs. Bd. 49, S. 249, und zwar S. 275 [1913]. 
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Tributyrinlösung durchgehends vollständig, d. h. bis zur Erreichung des Wasserwertes 
spaltet, hört die Wirkung der Pankreas- und [7] der Magenlipase bereits bei einem etwas 
früheren Werte auf“ können wir nicht bestätigen. Mit reinem Tributyrin zeigt sich 
kein erhebhcher Unterschied zwischen 




§ 


Uipase aus Schweinepankreas und aus 
Pferdeserum. 

I . Beispiel mit Pankreaslipase. 

0,500 ccm eines 5ofach mit Glycerin ver- 
dünnten Auszugs von Pankreasprobe 
Nr. I wurden zunächst mit 1,5 ccm Wasser 
vermischt und 10 Minuten stehen ge- 
lassen, sodann mit 56 ccm Tributyrin- 
lösung und 2 ccm NH3-NH4C1-Puffer von 
Pli ~ versetzt; 17,5°. 

a) Eösung aus gereinigtem Tributy- 
rin; 60 Minuten geschüttelt. 

Anfangszahl 122. Abnahme in 10' 8, 

20' 15, 40^25, 60^27, 90' 29, 120' 29,5. 

Endwert (2 Std.) 92,5. 

b) EÖsung aus 12 Tropfen Handels- 
präparat mit 240 ccm Wasser. 

Anfangszahl 126. Abnahme in 10^7,5, 

2t)' 13,5, 40' 21, 60' 23, 90' 23, 120' 23,5. 

Endwert 102,5. 

[8] c) Eösung aus i g des durch die fünfte bis elfte Waschung abgetrennten Öles 
von der Verseifungszahl 484. 

Anfangszahl 146. Abnahme 10' 7, 20' 10, 40' 11,5, 60' 12, 90' 12, 120' 12. End- 
wert 134. 
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Minafen 

Abb. 1. Verschiedene Tributyrinlösungen mit 
derselben Menge lyipase. 


2. Beispiel mit SerumHpase. Angewandt war ein durch fraktionierte Fällung mit 
Ammonsulfat gereinigtes, getrocknetes Präparat ; 2,000 ccm einer vor dem Versuch 
bereiteten 3proz. wäßrigen Eösung; 20®. 

a) Tributyrinlösung aus 5 Tropfen Handelspräparat, mit 400 ccm Wasser 80 Minu- 
ten geschüttelt. 


Anfangszahl 126,5. Abnahme in 10' 13, 20' 22,5, 40' 29,5, 60' 32, 90' 320. Endwert 
(60') 94.5- 

b) EÖsung aus größerer Menge Handelspräparat. 20 Stunden geschüttelt. 
Anfangszahl 132. Abnahme in lo' 6,5, 20' 12, 40' 18, 60' 22, 90' 25, 120' 26. End- 
wert (2 Std.) 106. 

c) Eösung aus noch größerer Menge Handelspräparat (5 g mit 400 ccm) , 80 Minuten 
geschüttelt. 
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Anfangszahl 135. Abnahme in io'5, 20^9, 40'i4, 6o'r7,5, 90'20, I20'2i. Endwert 
(2 Std.) 114. 

d) Eösung aus viel zu großer Menge Handelspräparat (50 g mit 400 ccm), 
2 Stunden geschüttelt. 

Anfangszahl 155. Abnahme in 10^4,5, 20^7, 40^10, 6o'i2, 90^14, i2o'i5. End- 
wert (2 Std.) 140. 


Zur Wahl der Wasserstoffionenkonzentration. 


Nachdem P. Rona^ die lipatische Wirkung verschiedener Organauszüge unter 
Anwendung eines Phosphatpuffers von = 7,5 bestimmt hatte, fanden P. Rona 
und Z. Bien^ die optimale Wirkung der Pankreaslipase (vom Rind) in einer ziemlich 
breiten Zone von = 8,4 bis etwa 9,0 und P. RoNA und R. Paveovic^ in einer soeben 
erschienenen Untersuchung (Pankreas vom Menschen und Hund) bei ~ 6,95 
bis 8,0 

[9] Die Abhängigkeit der Uipasewirkung von der Wasserstoffionenkonzentration 
ist indessen keine einfache^), sie wird „durch ganz andere, kompliziertere Faktoren 
vorgetäuscht oder entstellt”; nämlich „der Einfluß der Wasserstoffzahl wird von der 
Aktivierung und Hemmung durch Begleitstoffe und Reaktionsprodukte überdeckt”. 

Mit einem Phosphatpuffer würden sich in unseren Versuchen die anzuwendenden 
Aktivatoren nicht vertragen ; wir zogen ein etwas stärker alkalisches Ammonchlorid- 


Ammoniakgemisch vor [p^ = 8,6 bei 18®), als die nachstehenden Versuche ergaben, 
daß die lipatische Reaktion auf Tributyrin auch in schwächer alkalischem oder in saurem 
Gebiet nicht unabhängig ist von den Fremdstoffen (Proteine, Seife), mit deren akti- 
vierender oder hemmender Wirkung gerechnet werden muß. 

Der Ammonchlorid- Ammoniakpuffer unserer Uipasebestimmung in konstant alka- 
lischem Medium (i TI. 5n-NH3 + 2 Tie. 5nNH4Cl, p^ — 8,9 bei 30°) würde auf das 
lösliche Glycerid zu stark einwirken; aber das Gemisch von i TI. 2,5n-NH3 + 8 Tie. 
2,5n-NH4Cl läßt im Eeerversuche das Tributyrin fast unversehrt, es bewirkt nämlich 
in I Stunde nur eine Abnahme der Tropfenzahl um i. 

Phosphat- und Ammoniak- Ammonchloridpuff er erweisen sich in parallelen 
Eipasebestimniungcn als gleichwertig. Die geringfügigen, Glycerinzusätze beeinflussen 
das Ergebnis nicht. 

r. Versuch; p^ = 4^7. 


0,25 ccm Glycerinauszug der Pankreasprobe Nr. III wurden vor dem Versuche 
mit i, 75 ccm Wasser versetzt; 56 ccm Tributyrinlösung, 2 ccm Puffer (i TI. ”/i-Natrium- 
acetat, i TI. ”/2-Essigsäure). 

a) ohne Zusatz; das Enzym wurde mit den 1,75 ccm Wasser 15 Minuten stehen 
gelassen. 


Biochem. Zs. 


' Biochem. Zs. Bd. 32, S. 482 [1911]. 

3 Biochem. Zs, Bd. 134, S. 108 [1922/23]. 

) R. WEu:.STÄrTERj E. Waedschmidt-Eeitz und Fr. Memm 
[1922/23]. 


64. S. 13 [1914]. 

Diese 2Js. Bd. 125, S. 93 
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Anfangszahl 125. Abnahme in 20' 6, 40' 10,5, 60' 16,5, 90*23, 120*27. 

b) Die Lipase wurde mit 1,0 ccm 3proz. Albuminlösung 10 Minuten stehen 
gelassen. 

Jio] Anfangszahl 127. Abnahme in 20*4,5, 40*8, 60' 10,5, 90' 16, 120' 20. Der Zusatz 
pes Albumins verursacht eine Hemmung um etwa ein Drittel. 

" c) Zum Versuchsansatz mit nur 0,05 ccm Pankreasauszug kam i Tropfen = 0,01 ccm 
2 proz . NatriumoleatlÖsung . 

Anfangszahl 124. Abnahme in 10' 8, 20' 12, 40' 18; 90*27. Die kleine Seifenmenge 
hat die lipatische Wirkung aufs Zehnfache gesteigert. 

2. Versuch; pjj = 7 , 5 * 

0,10 ccm Glycerinextrakt der Pankreasprobe Nr. III mit 1,9 ccm Wasser, 56 ccm 
Butyrinlösung, 2 ccm Phosphatpuffer nach Sörensen. 

a) ohne Zusatz. 

Anfangszahl 127. Abnahme in 10*14, 20*28. 

b) mit 1,0 ccm Albuminlösung und nur 0,9 ccm Wasser. 

Anfangszahl 127,5* Abnahme in 10*5, 20*10,5, 40*18, 60*24,5. Die Butyrin- 
spaltung ist also auf ein Drittel zurückgegangen. 

c) mit nur 0,02 ccm Glycerinauszug; die Mischung wurde mit 0,02 ccm Natrium- 
oleatlösung versetzt. 

Anfangszahl 127. Abnahme in 10' 18, 20*27, 40*31. Die lipatische Wirkung ist 
^aufs Fünffache gesteigert. 

Hemmungs- und Aktivierungserscheinungen. 

Proteinwirkungen. 

Die schon von H. Davidsohn* mit Magenlipase beobachtete Proportionalität 
zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge findet man oft bestätigt bei 
den aus Pankreas bereiteten Glycerinlösungen der Lipase. Mitunter begegnen wir aber 
auch Fällen, in denen für einen bestimmten Umsatz das Produkt aus Enzymmenge 
und Reaktionszeit nicht konstant ist. Dafür bietet der Glycerin auszug der Pankreas- 
probe Nr. IV ein Beispiel. • 

[II] a) 0,0010 ccm Glycerinauszug*). 

Anfangszahl 135^), Abnahme in 10* i, 20*2, 40*4, 60*6, 90*8,5. 

b) 0,0040 ccm derselben Glycerinlösung. 

Anfangszahl 134,5, Abnahme in 10*2, 20*4, 40*7, 60*11, 90*16. 

c) 0,0160 ccm derselben Lipase. 

Anfangszahl 136, Abnahme in 10*4, 20*9, 40*15,5, 60*21. 

^ Biodiem. Zs. Bd. 49, S. 249, und zwar S. 268 [1913]. 

Zur Abmessung der kleinen Volumina wurden die Glycerinextrakte mit 87 proz. Glycerin, 
if das 50- oder 100 fache verdünnt imd in Hundertstel ccm geteilte Meßpipetten verwendet. 

*) Für einen Teü der Versuche, den man an zu hohen Anfangszahlen erkennt, ist das Tri- 
it3n:in noch ohne Reinigung verwendet worden. 
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Die ira Verhältnis i : 4 : 16 stehenden Hnzymmengen bewirken die Abnahme um 
z. B. 10 Tropfen in 24 und 56 und ’ 100 Minuten, Anscheinend enthält das Tipase- 
präparat mehr als andere von einem Hemmungskörper, der sich bei der multiplen 
Bnzymmenge in seiner größeren Konzentration stärker geltend macht. Da das gesamte 
Trockengewicht des Hnzympräparats gering ist, für i ccm höchstens 0,02 mg, handelt 
es sich um einen Begleitstoff, der in dieser Wirkung die im folgenden geprüften Proteine 
weit übertrifft. Ein zur maximalen Hemmung ausreichender Zusatz von Albumin 
zu diesem Pankreasauszug wirkt derart ausgleichend, daß sich auch dieses Eipase- 
präparat der Regel fügt, nach der für einen gewissen Grad der Tributyrinspaltung die 
Reaktionszeit der Enzymmenge umgekehrt proportional ist. 

Glycerinauszug der Pankreasprobe Nr. IV mit 60 mg Albumin versetzt. In der 
geringsten Konzentration der Lipase hat nun ihre zehnfache Menge die frühere Wir- 
kung. 

a) 0,010 ccm Lipase. 

Anfangszahl 135, Abnahme in 20' 2, 40^4, 60' 6,5. 

b) 0,020 ccm Lipase. 

Anfangszahl 133, Abnahme in 20^4, 40^8, 60' ii. 

c) 0,040 ccm Lipase. 

[12] Anfangszahl 133, Abnahme in 20^7, 40' 13,5, 60' 18. 

Die Hemmung der Tributyrinsj)altung durch Proteine wird in den folgenden Ver- 
suchen an Pankreaslipase und an Magenlipase genauer verfolgt, und zwar mit Eier- 
albumin und mit Peptön aus Albumin. 

Vorversuch mit Albumin allein (50 mg), mit dem Puffer = 8,6) und Tributyrin- 
lösung. 

Anfangszahl 136, Abnahme in lo'i, 2o'i, 40^0, 6o'i. 

In den Versuchen mit Glycerinextrakt der Pankreasprobe Nr. IV, die in der 
Tab. I zusammengestellt sind, war die Hemmung maximal mit Albuminmengen, die 
zwischen i und 2,5 mg liegen. 

Tabelle i. Hemmung der lipatischen Butyrinspaltung durch Albumin. 


Minuten 

0,0040 ccm lyipmse {Glycerinlsg, Nr. IV) 
mit Albumin (mg) 

0,010 ccm mit Albumin 
(mg) 

n 

2,5 

5 

10 

60 

0 

1 

■ 5 

j Oo 

0 

(134) 

1 (134)' 

(134) 

(13s) 

1 (136) 

(137)' 

(137) 

(137) 

! {136) 

IO 

1.5 

' ^ i 

t ^ 1 

I 1 

! I 

3 , 

2 

2 j 

' 2 

20 

3.5 

2 1 


! 2 

2 

5 1 

4.5 

! 3.5 

3 

40 

7 

4.5 

1 4 ' 

3 ; 

3 

10 

8.5 

7 

i 

60 

10,5 

1 ö 

1 5 

i 4 

1 4.5 

14 

12 , 

1 

1 


Der Grad der Hemmung läßt sich für das angewandte Enzympräparat nicht genau 
angeben, da es ohne ausgleichende [13] Hemmung der Proportionalität von Menge 
und Geschwindigkeit nicht folgt. Die Beobachtung wurde deshalb mit einem anderen 



Bestimniung der lipatischen Tributyrinliydrolyse. 

Tabelle 2. Heinmung der Pankreaslipase durch Albumin und Pepton. 


>linuten 

sofort 

0,010 ccm. Glycerinauszug der Pankreasprohc Kr. III 

ohne Zusatz 1 

!”i^'mit =ccm ■ ! 

bestimmt ! H,ü stehen i ^c^Pton . 

gelassen , j 

mit 30 mg 
Albumin und 

2 ccm H,0 

15' stehen 
gelassen 

0 

(125) 

{124,5) 

(J2S.S) 

(125) ; 

{125) 

20 

5.5 

i 6 

8 i 

2 1 

2 

40 

10,5 

1 “ 

15 

5 

4 

60 

16 

i 16 

22 

6 

5.5 


Pankreasauszug wiederholt. Nach den Versuchen der Tab. 2 beträgt die Hemmung 
durch Albumin oder Pepton etwa 80 %, d. h. mit dem Zusatz ist die fünffache Enzym- 
nienge für die gleiche Wirkung nötig. 

Anders war das Verhalten von Magenlipase, die aus der getrockneten Schleimhaut 
und dem Muskelgewebe des Schweinemagens extrahiert war. Es kam zwar in einigen 
Beispielen vor, daß Albumin auch hier hemmend wirkte, wennschon in viel geringerem 
Maße (um etwa 20 %), in anderen Fällen aber trat überhaupt kein Einfluß des Albumin- 
Zusatzes zutage. Der Unterschied gegenüber dem Pankreasenzyme beruht darauf, 
daß diese Darstellungen von Magenlipase reich an Proteinstoffen und daher an sich ent- 
weder bedeutend oder sogar maximal gehemmt sind. 

1. Versuch; mit wäßrigem Magenauszug, der im Vakuum unter Glycerinzusatz 
eingedampft worden; angewandt 0,2 ccin. 

a) Ohne Zusatz. 

Anfangszahl 137, Abnahme in 20' g, 40' 15,5, 60' 19,5. 

b) Mit 60 mg Albumin. 

Anfangszahl 137, Abnahme in 20' 9,5, 40' 16, 60' 19,5. 

2. Versuch; mit einem anderen wäßrigen Auszug (0,25 g Trockensubstanz in 10 ccm 
Wasser bei 30'’ behandelt); angewandt 2,0 ccm. 

a) Ohne Zusatz. 

Anfangszahl 132, Abnahme in 20' 6, 40' 12, 60' 17, 

b) Mit 15 mg Albumin. 

Anfangszahl 131, Abnahme in 20' 4,5, 40' 9, 60' 13, 

Die Magenlipase wirkt daher in diesem unreinen Zustand infolge ihres Protein- 
gehaltes hemmend auf Pankreaslipase. Vermischte man zwei ungefähr gleich wirksame 
lipatische Glyccrinauszüge, wovon der eine aus Pankreasdrüse (Nr. IV), der andere 
aus dem P'undusteile des Schweiuemagens bereitet war, so erwies sich das Gemisch 
kaum als wirksamer wie jede seiner Komponenten. 

[14] a) 0,0040 ccm Pankreaslipase. 

Anfangszahl 129,5, Abnahme in 20' 3,5, 40' 7, 60' ii. 

b) 0,40 ccm Magenlipase. 

Anfangszahl 129, Abnahme in 20' 3, 40' 7, 60' 10. 

c) Mit dem Gemisch der beiden Lipasen. 

Anfangszahlen 129 (129), Abnahmen in 20' 4,5 und 4, 40' 8 und 8, 60' 13 und 12. 


Willstätter, Knzyme. 


79 



•1250- 


R. Wni^STÄTTER und Fr. Memmex: 


Diese Hemmungswirkung des lipatischen Magenauszugs bleibt auch beim Kochen 
erhalten. Dabei wird die lipatische Wirkung schwierig und unvollständig zerstört, 
da das Enzym durch eine ungewöhnlich große Masse von Begleitstoffen geschützt ist. 

Versuch mit Kochsaft, aus der Magenlipase durch Einträgen in siedendes Wasser, 
einstündiges Erhitzen und Filtrieren dargestellt. 

a) Wirkung des Kochsaftes allein (i,occm). 

Anfangszahl 132,5, Abnahme in 20' 1,5, 40' 4, 60' 5, 90' 7. 

b) 0,0100 ccm Glycerinauszug der Pankreasprobe Nr. IV nach 15 Minuten Stehen 
mit 1,5 ccm Wasser. 

Anfangszahl 132,5, Abnahme in 20' 6,5, 40' 10,5, 60' 13,5, 90' 17. 

c) Dieselbe Menge Pankreashpase, mit 1,0 ccm Kochsaft und 0,5 ccm Wasser 
versetzt und 15 Minuten stehen gelassen. 

Anfangszahl 132,0, Abnahme in 20' 4, 40' 7, 60' 9,5, 90' 12. 

Durch den Nachweis, daß die lipatische Wirkung des Magenextraktes eine ge- 
hemmte ist, wird es erklärlich, daß die Reinigung des Enzyms trotz unvermeidlicher 
Verluste scheinbar zu Ausbeuten von mehr als 100 % führt. Die Eipase wird eben dabei 
an Proteinen ärmer. Ein aus dem Kardiateil des Schweinemagens (Schleimhaut und 
Muskelgewebe) gewonnener glycerinhaltiger wäßriger Auszug (5,0 ccm) wurde zweimal 
durch Adsorption aus verdünnter, schwach essigsaurer Lösung mit Aluminiumhydr- 
oxyd (Sorte B) und Elution mit glycerinhaltigem 2^/3 basischem Ammonphosphat 
gereinigt. Die mit Essigsäure neutralisierte, noch Phosphat und Glycerin enthaltende 
Elution [15] brachten wir auf das Volumen von 50 ccm, so daß die Konzentration der 
Lipase ein Zehntel der ursprünglichen sein sollte. Der Vergleich der Butyrinspaltuug 
ergab nun, daß die gesamte Elution etwa die doppelte enzymatische Wirkung wie die 
angewandte rohe Lipase besaß. 

a) Mit 0,100 ccm roher Lipase, ohne Zusatz. 

Anfangszahl 13 1, Abnahme in 20' 8, 40' 13, 60' 16. 

b) Mit 0,500 ccm Elution, ohne Zusatz. 

Anfangszahl 133, Abnahme in 20' 13, 40' 19, 60' 23. 

Als wir aber diesen Vergleich mit den Zusätzen wiederholten, die für unsere Bc- 
stimmungsmethode im folgenden eingeftihrt werden, verschwand der Widerspruch. 
Die Elution entsprach in ihrem Werte etwa der Hälfte des zu ihrer Gewinnung an- 
gewandten Rohmaterials, also einer für die zweimalige Adsorption und Elution plaii- 
sibeln präparativen Ausbeute. 

a) Mit 0,025 ccm roher Lipase unter Zusatz von Albumin, Calciumchlorid und 
Natriumoleat. 

Anfangszahl 140, Abnahme in 10' 10,5, 20' 16, 40' 21. 

b) Mit 0,250 ccm Elution und denselben Zusätzen. 

Anfangszahl 135, Abnahme in 10' 5 > 5 ) 20' 9, 40' I 5 - 

Die Beobachtungen am Albumin und Pepton lassen keine Verallgemeinerung zu 
auf die Wirkungen der Proteine und namentlich ihrer Abbauprodukte. Es gibt Amino- 
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Spuren wie Alanin und einfache Peptide, z. B. Leucylglycin, bei denen man statt auf 
Hemmimg auf aktivierende Wirkung trifft und bei einem Tripeptide, dem Leucyl- 
■glycylglyciu von E. FISCHER^ begegnen wir sogar einem außerordentlich starken 
Aktivierungsvermögen (Tab. 3 und Abb. 2 ), nämlich mit 30 mg Peptid einer Steige- 
rung der lipatischen Wirkung um 500 bis 600 % . Für maximale Aktivierung ist von dem 
Tripeptid eine bedeutende Menge nötig ; bei der Hälfte der angegebenen Menge lycucyl- 
glycylglycin ging die Aktivierung -auf etwa 300 % zurück. 


Tabelle 3. 

[16] Aktivierung der lipatischen Butyrinspaltung durch Alanin und Peptide.- 


Minuten 

1 Angewandt von Panltrcasprobe Nr. I o,oio ccm 

. Olycerinauszug j 

j 0,0020 ccm 

Ohne Zusatz 

Mit Zusatz von 30 mg | 

Ohne 

Zusatz (!) ! 

Mit Ifcucylglycylglycin 

1 

Alanin 

Leucyl- 

glycin 

Leucylglycyl- 

glycin 

30 mg 
(III) 

» 6,5 mg 
j (ID 

0 

{123) 

{124) 1 

{124) 

(123,5) 

II 3 . 5 ( = 123 ) 

(122) 

(i 2 r) 

; (122,5) 

IO 

9 

8-5 1 

! 9.5 

12 

29» 5 

2 

12 

9 

20 

*5 

15 i 

i 19 

1 

— 

5 

23 

15 

40 

25 

25-5 ' 

! 29 

: 3 ^ 

— 

10 

30 

25 

60 

27,5 

29 

i 

1 

— 

13.5 

— ■ 

28.5 



Abb. 2. Tributyrinspaltung, mit Aktivierung durch Teucylglycylglycin. 

Der Zusatz von Albumin, der zum Ausgleich vorkommender Proteinhemmungen 
erforderlich erscheint, schränkt einen Vorteil der stalagmometrischen Methode ein, 
nämlich die Möglichkeit [17] der Analyse mit sehr kleinen Enzymmengen. Die Hem- 
mung wird indessen ausgeglichen und übersteigert durch Zusätze zum Zwecke der aus- 
gleichenden Aktivierung. , 

* Chem. Ber. Bd. 36, S. 2982, imd zwar S. 2990 [1903]. Für die freundliche Überlassung 
des Präparates sind wir Herrn Dr. Hermann Fischer zu Dank verpfliclitet. 
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Seifenwirkungen. 

Glykocholsaures Natrium übt schon in geringer Konzentration aktivierende 
Wirkung aus, die z. B., wie sich aus der Tab. 4 ergibt, 100 bis 200% beträgt. Mit 
größeren Mengen des gallensauren Salzes nimmt diese Wirkung nicht zu, sondern sie 
wird eher abgeschwächt. Die günstigen Adsorptionsverhältnisse für Knzym und Sub- 
strat, die sich mit kleinen Gallenmcngen einstellen lassen, werden durch einen Über- 
schuß desselben Mittels gestört. Die Aktivierung (um 200%) durch sehr geringe 
Mengen (0,05 mg) glykocholsaures Natrium erfolgt auch in saurem Medium ~ 4,7). 


Tabelle 4. 

Aktivierung der Tributyrinspaltung durch Natriumglykocholat. 


Mimiten 

Angewandt von Pankreasprobe Xr, I 0,0020 ccm mit glykocholsaurem Natrium 

Ohne Zusatz 

; 0,05 

0,08 

0,09 

0,10 

1,0 

5,0 

10, ü mg 


0 

(124,5) 

1 (125) 

(^25} 


(125) 

(125) 

(126,5) 

(129) 

(131.S) 

IO 

2,5 

2 

2 


6 

6,5 

7 

6 

5.5 

20 

5 

1 5 

4,5 


145 

13,5 

14 

12 

12 

40 

II 

i 10,5 

II . 5 


25-5 i 

! 26 

1 

22 

19,5 

60 

16 

1 15.5 

18 


30 

i 29 

28 

24,5 

22,5 


Für den Zweck der ausgleichenden Aktivierung erscheint das glykochplsaure 
Salz niclit geeignet. Ks setzt im Gegensatz zum fettsauren Salze seine aktivierende 
Wirkung neben Proteinen nicht genügend durch. Eine durch Albumin stark gehemmte 
l4paselösung wird nämlich durch Natriumglykocholat nur etwa zum doppelten Werte 
aktiviert. 

1. Versuch, a) 0,010 ccm Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr. I mit 2,0 ccm 
Wasser -f 30 mg Albumin. 

Anfangszahl 125, Abnahme in 20' 5,5, 40' ii, 60' 17. 

b) Mit Zusatz von 5 mg glykocholsaurem Natrium. 

Anfangszahl 127, Abnahme in 20' 10, 40' 18, 60' 23. 

[18] 2. Versuch, a) 0,020 ccm Glycerinauszug aus Pankreasprobe Nr, IV mit 60 mg 
Albumin. 

Anfangszahl 131,5, Abnahme in 20' 6, 40' 9, 60' ii, 

b) Mit Zusatz von 10 mg glykocholsaurem Natrium, 

Anfangszahl 136, Abnahme in 20' 8, 40' 11,5, 6b' 15. 

Ölsaures Natrium wirkt ähnhch aktivierend nach den Versuchen der Tab, 5, 
die eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit um fast 200.% ergeben. Wahrschein- 
lich erfolgt dabei durch hydrolytische Dissoziation der Seife die Bildung von Kolloid- 
teilchen aus saurem ölsaurem Salze. Für die Aktivierung genügen wieder gewisse, auf- 
fallend kleine Konzentrationen, während größere Seifenmeugen den günstigen Zustand 
von Enzym und Tributyrin im komplexen Adsorbate stören. 

Bemerkenswert ist das Verhalten des Natriumoleats bei Gegenwart von Albumin. 
Es existiert keine Hemmung mehr durch das Albumin, sondern das gekoppelte Ad- 
sorbens Albumin mit Seife ergibt eine über die Aktivierung durch die Seife allein 
hinausgehende Steigerung. 






Bestütunung der lipatischeti Tribut yrinhydrolyse. 

Tabelle 5. Tipatische Butyrinspaltung unter Zusatz von Seife. 


Minuten 



Angewandt von Pankreasprobe Nr. I 0,0020 ccm 



ohne 1 
Zusatz j 

Mit ; 

0,0063 ; 

0,013 

) 

0,05 i 

• 

0,2 

1,0 

1 

10,0 

20,0 mg 
Natr.-Oleat 

0 

(135) 

(125) ' 

(125) ^ 

i {125) 

(128) 

(13O 

(14O 

i (146) 

10 

2 

3 ' 

6,5 ' 

6 

7 

7 

5.5 i 

2 

20 

5 

6,5 

M 

i u 

14 i 

! 

9*5 ; 

4.5 

40 

10,5 

13 

25.5 

1 26 

26 ' 

1 26 

1 1 

i 12 

6a ' 

15 

19 

32 

1 31 

30,5 

i 30 

; 26 1 

i J7 


Versuch mit 0,0020 ccm Glycerinausxug der Pankreasprobe Nr. HI. 
a) Ohne Albumin. Oie Oipase wurde mit 1,5 ccm Wasser 15 Minuten stehen 
gelassen; Zusatz von 0,5 ccm 2proz. Natriuinolcat. 

Anfangszahl 142, Abnahme in 20' 3,5, 40' 6,5, 60' 9,5, 90' 12. 

[19] b) Ebenso unter Zusatz von 30 mg Albumin. 

Anfangszahl 142, Abnahme in 20' 6, 40' ii, 60' 16, 90' 21. 

Caiciumolcat. Es war nach unseren früheren Ergebnissen zu erwarten und be- 
stätigte sich, daß das ölsaure Calcium sich besser zur Aktivierung eignet als das Natrium- 
salz. Die Geschwindigkeit wird bis etwa aufs Zehnfache gesteigert ,und zwar wird die 
maximale Aktivierung mit sehr kleinen Mengen Calciumoleat erzielt. Von den Beispielen 
der Tab. 6 ist das eine, mit Glycerinextrakt der Pankreasprobe Nr. III, vergleichbar 
mit dem letzten Versuche mit Natriumoleat mit und ohne Albumin. 


Tabelle 6. Aktivierung der Tipase durch Calciiimoleat. 


;>riiiutcti 

üline 

Zusatz 

[ 0,0010 ccm Lipase aus Pankr, Xr. IV j 

0,0020 ccm 

aus Pankr. Nr. lU 

Mit Cakiumchlorid 
0,13 tng 

Mit Natriumoleat 
0,063 mg 

1 2,'^ mg 

! i 

i 2,5 „ 

i 5,ömg 

1 

1 3,0 „ 

1 10,0 mg 

j ft 

Ohne Zu- 
satz {5 fache ; 
Lnzym- 
menge) 

Mit Calciuindilorid 

1 1,2 mg 

Mit Natriumoleat 
0,4 mg 

0 

(136) 

(137) 

{141,5) 

i (HI, 5 ) 

{141,5) ^ 

{126) 

(125.5) 

10 

I 

5.5 

6 

3 

3 

4 

1 IO 

20 

1.5 

9 1 

1 8.5 

7.5 ! 

j 5.5 

8 

1 16 

i 

40 

4 

15 

1 U 

12 

10 

15 

! 27.5 

60 

6 

19 1 

i 18 

16 

i 15 

22 

31 


Die Wirkung des Calciimioleats wird wenig beeinflußt von Eiweißstoffen, von zu- 
gesetztem Albumin, oder den natürlichen Begleitern der Lipase. Eine Verstärkung 
der Kalkseifenaktivierung durch Albumin wurde hier im Gegensatz zu unseren Beobach- 
tungen mit Olivenöl und mit Buttersäure methylester nie beobachtet. Es macht W’euig 
Unterschied, ob man die Lipase unter Zusatz von Natriumoleat -\- Calciumchlorid be- 
stimmt oder aber nach der maximalen Hemmung durch Albumin. Neben der Kalk- 
seife macht sich anwesendes Albumin bei der stalagmometrisclien Messung entweder 
gar nicht bemerkbar oder es verursacht nur eine unbedeutende Verminderung der hoch- 
gesteigerten Geschwindigkeit (Tab. 7). 

[20] Unter den Lipasen aus Organen und Geweben kommen Präparate vor mit so ge- 
ringem Gehalt an Enzym und so großem an Fremdkörpern, daß sie weitgehend oder 
maximal gehemmt wirken. Es ist aber auch die Gegenwart von Aktivatoren nach Art 
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Tabelle 7. 

Einfluß von Albumin zusammen mit Calciumoleat auf die Butyrinspaltung. 


Miauten 

0,0006 ( 
10 m 

Ohne 

Albumin 

:cta lyipase aus Pankr. Nr, I mit 
g CaCl, -(- IO “8 Natriumoleat 

' 'Mit 

I mg j 3 mg j 30 mg 
Albumin 

Ohne 

diese 

Zusätze 

0,0010 ccm lyipase aus 
Pankr. Nr. IV mit 

5 mg Caa, + 2,5 
Natriumoleat 

Ohne 

Albumin 

Mit 30 mg 
Albumin 

0 

(132) 

■{131) 1 

(132) 

(132) 

(127) 

(136) 1 

(137) 

IO 

5 

5 

4.5 

5.5 

I 

4 

4 

20 

7 .S 

8 

8.5 

9 

2 1 

7 

6 

40 

14.5 ^ 

14 

15.5 1 

16 

4 

12 

10,5 

60 \ 

23 

22 

23.5 

24 

6.5 

17 

1 ^5 


des Eeucylglycylglycins nicht ausgeschlossen. Analysen der verschiedenen Darstellun- 
gen von Lipase ohne Rücksicht auf solche Beimischungen ergeben daher willkürliche 
und innerhalb sehr weiter Grenzen schwankende Werte. Beim Vergleich der Lipasen 
aus den Organen eines und desselben Tieres können Fehler von Tausenden von Pro- 
zenten auftreten. Man kann nun, um für die Bestimmung der Lipase gegenüber den 
Wirkungen der begleitenden Fremdkörper einen Ausgleich zu erzielen, zunächst mit 
Hilfe von Albumin eine maximale Hemmung und dann eine diese ausgleichende und 
übersteigernde Aktivierung durch Zusatz von Natriumoleat 4 - Calciumclilorid be- 
wirken. Das folgende Beispiel gibt einen Vergleich von Lipase, die mit Albumin ge- 
hemmt, und die andererseits mit Albumin -h Calciumoleat aktiviert ist. Die Wirkung 
des gehemmten Enzyms wird von ^40 bis der Menge an aktiviertem geleistet. 

Versuch mit Glycerinlösung der Lipase aus Pankreasprobe Nr. IV. 

a) 0,040 ccm mit 30 mg Albumin (15' mit der Albuminlösung stehen gelassen). 
[21] Anfangszahl 133,5, Abnahme in 10' 4, 20' 5,5, 40' 9,5, 60' 12. 

b) 0,0050 ccm mit 30 mg Albumin, 10 mg Natriumoleat, 10 mg Calciumchlorid. 

Anfangszahl 136,5, Abnahme in 10' 15, 20' 23,5. 

Da aber die Eiweißwirkung in solchem Maße durch die Kalkseife überwunden 
ist, erscheint uns der Zusatz von Albumin für die Lipasebestimmung nicht eben als 
wichtig. Dennoch soll nicht darauf verzichtet werden, weil die großen Eiweißmengen 
in manchen Lipasevorkommen (Magen, Serum) einen gewissen, wenn auch nicht be- 
deutenden Einfluß auf die Zahlen ausüben können und den Vergleich der rohen und der 
gereinigten Präparate unsicher oder ungenau zu machen drohen. 

Die aktivierenden Zusätze, die sich aus diesen Versuchen für den Zweck der Be- 
stimmung ergeben, genügen sogar zum Ausgleich so außergewöhnlicher Wirkungen, wie 
sie beispielsweise Leucylglycylglycin ausübt. Bei Gegenwart von Albumin und Natrium- 
oleat + Calciumchlorid verursacht das Tripeptid nur mehr eine geringfügige Erhöhung. 

Versuch mit 0,0005 ccm Glycerinextrakt aus Pankreasprobe Nr. I, Enzym zu- 
nächst mit 1,0 ccm H3O 15' stehen gelassen. 

a) Mit Zusatz von 30 mg Albumin, 10 mg Calciumchlorid, 10 mg Natriumoleat. 

Anfangszahl 124, Abnahme in 20^ 2,5, 40' 5, 60' 7,5, 80' 11,5. 



Bestimmung der lipatischen Tributyrinhydrolyse. 


1255 

b) Mit denselben Zusätzen und mit 14,8 mg lyeucylglycylglycin gelöst in i ccm 
H2O, Enzym hatte damit 15' gestanden. 

Anfaiigszahl 124, Abnahme in 20' 2,5, 40' 5,5, 60' 9, 80' 13. 

Bei diesen Erscheinungen der Hemmung und Aktivierung sind noch einige eigen- 
tümliche und komplizierte Abhängigkeiten von der Vorbehandlung der Eipase zu be- 
rücksichtigen. Glycerinlösungen gaben z. B. etwas differierende Werte, je nachdem 
die Proben mit Wasser verdünnt sofort oder nach einigem vStehen zur Analyse dienten. 
Bei der Bestimmung ohne Zusätze wurde durch i5Minuten^ langes Stehen der Analysen- 
proben von Glycerinauszügen oder glycerinreichen Elutionen [22] der Pankreaslipase 
mit I bis 2 ccm Wasser regelmäßig eine Steigerung um 25 bis 35 % hcrvorgerufeu. Hin- 
gegen wurden bei der Bestimmung mit den Zusätzen von Albumin und Calciumoleat 
durch dieses Stehenlassen ungefähr ebenso große Abscliwächungcn verursacht. Ver- 
mischten wir aber lipatische Glycerinauszüge mit Albumiulösung, so waren keine 
Differenzen zu beobachteu, sei es, daß man die Bestimmung unter Zusatz von Calduni- 
oleat sofort oder nach einigem Stehen ausführte. 


Bestimmungsmethode. 

Auf die ausgleichende Aktivierung der lipatischen Spaltung des Tributyrins gründet 
sich die Bestinimungsmethodc mittels der stalagmometrischen Messung. Zu diesem 
Ende wurde die Beziehung zwischen Tropfenabnahme und Reaktionszeit unter den aus- 
probierten Bedingungen für eine Menge Eipase aus Scliweinepankreas untersucht, die 
einen einfachen Bruchteil der durch Ölspaltung definierten Lipaseeinheit ausmacht, 
nämlich 0,001 E.B. Vergleichende Bestimmungen (Tab. 8) mit dieser Menge und mit 
0,002 und 0,003 E.E. ergaben, daß unter den gewählten Bedingungen der ausgleichen- 
den Einflüsse und innerhalb des für die Messung in Betracht kommenden Bereichs von 
Eipasemengen die Proportionalität zwischen Reaktionszeit und Enzymmenge genaue 
Geltung hat. Eine zweite Versuchsreihe (dieselbe Tabelle) mit einem Glycerinextrakt 
aus getrocknetem Schafspankreas (bereitet aus V^kg frischer Drüsen) bestätigte die 
Konstanz von Enzymmenge x Zeit für einen bestimmten Umsatz. 


Tabelle 8. bipasekoiizeiitration und Umsatz. 



• Glycerinauazug aus Schweine- 
; pankreas Nr, III 

GlycerinaiLszug aus Schafs- 
1 paukreas Nr. I 

Minuten 

0,0011 ccm 

0,0023 ccm 

0,0034 ccm 

0,0056 ccm 

0,0028 ccm 1 

0,0014 ccm 


= 0,001 i 
n-E. 

= 0,002 

= 0,003 

i..n. 

= 0,001 
Iv.E. ! 

j - 0,0005 

1 EU. ! 

- 0,00025 
E.E. 

0 

(130) 

: (130) 

(129) 

(129) 

1 (129) 

(130) 

IO 

4.5 

9 

i 

4 

i 2 

I 

20 

9 

■ 

1 "5 

8,5 

! 4,5 ^ 

2,5 

30 1 

13 

24 

1 29 ! 

12,5 

: 6,5 ; 

4 

40 

16,5 

28 

3 ' 

15,5 

i 9 i 

5 

60 ; 

23 

31 


22 

! 12,5 : 

7-5 


^ Bei 7 bis 50 Minuten langem Stehen waren die Ausschläge gleich. 
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Aus diesen Messungen mit den verschiedenen Mengen lyipase sowohl vom Schweine- 
wie vom Schafspankreas leitet sich eine und dieselbe Kurve her, die in der Abb. 3 wieder- 
gegeben wird. Sie stellt für die als Einheit der stalagmometrischen Messung gewählte 
Menge von 0,001 ly.E. die Abnahme der Tropfenzahl in verschiedenen Zeiten dar. 
Die Beziehung der Einheit für die Tributyrinspaltung zur Einheit für die Ölspaltung 
läßt sich nicht so verallgemeinern, daß sie für Eipase jeglicher Herkunft gilt. Unab- 
hängig von dieser Beziehung zur E.E. wird daher diejenige [23] Enzymmenge als 



Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der Tributyrinspaltung durch i B.E. 

Einheit der lipa tischen Spaltung des Tributyrins gewälilt, die eine Abnahme um 20 Trop- 
fen, d, i. um etwa die Hälfte der Differenz zwischen den Tropfenzahlen von reiner Tri- 
butyrinlösung und von reinem Wasser in 50 Minuten bewirkt. Diese Menge wird als 
Butyraseeinheit (B.E.) bezeichnet. Sie ist z. B. in 0,0011 ccm Glycerinauszug der 
Pankreasprobe Kr. III enthalten. 

[24] Um unbekannte Enzymmengen zu messen, suchen wir die Analysenproben so 
zu wählen, daß sie nicht wesentlich höher sind als das Zweifache und nicht weniger als 
ein Fünftel der B.E. 

Die durch Vorversuche ermittelte geeignete Enzymmenge, deren Volumen oft sehr 
gering ist, wird mit der Lösung von 30 mg Eieralbiimin (gewöhnlich ^{2 bis i ccm), 
mit 0,5 ccm 2proz. CaCL-Lösung (10 mg), 56 ccm Tributyrinlösung aus gereinigtem 
Präparat und dann sofort mit 2 ccm KH4CI — KH3-Puffer (i TI. 2,5n-NH3 + 8 Teile 
2,5n-NH4Cl; — 8,6 bei 18°) sowie 0,5 ccm 2proz. Lösung von Natriumoleat ver- 

setzt, so daß das gesamte Volumen 60 ccm beträgt. Darauf wird alsbald dig Anfangs- 
tropfenzahl gemessen und bei einer Temperatur von 20° die Abnahme in Abständen 
von 20 Minuten 3 bis 4 mal bestimmt. Ist es nötig, größere Mengen verdünnter wäßriger 
Lösungen zu analysieren, so kann man am Albumin und an der Calciumchloridlösung 
etwas Volumen einsparen. 
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Wenn die analysierte Enzymnienge in ti Minuten Tropfenabnahme um ;; bewirkt 
hat, so hätte nach der Abb.3 i B.E. die gleiche Abnahme in t Minuten herbeigeführt; 
also ist die gesuchte Menge — B.B. 

Verhältnis der Zeitwerte für Ölspaltung und Tributyrinspaltuiig. 
Den Quotienten der beiden Hydrolysenzeitwerte, der mit der Pankreasprobe Nr. III 
ermittelt war, fanden wir annähernd bestätigt (die Genauigkeitsgrenzen liegen zwischen 
dl IO % , wozu hier noch die Pehler der ölbestinimung hinzukoiumen) bei den anderen 
untersuchten Proben von Schweinepankreas, die nicht aus den Organen einzelner Tiere 
hergestellt, sondern große Sanimelportionen waren. Die Pankreasprobe Nr. III 
stammte aus 87,1 kg, Nr. I aus 5,75, Nr. IV aus 12,5 kg Rohdrüsen \ und zwar letzteres 
Material aus Mastschweinen vom Bakonyerwalde. 

Versuch mit Pankreasprobe Nr, 1 . 

Mit je 0,0010 ccm: Anfangszahl 130, Abnahme in 20' 15 [25] und 14,5, 40' 26,5 
und 25,5, 60' 31 und 30,5. Gef. 1,8 und 1,7 B.B. 

Mit 0,0006 ccm. Nach 20^9, 40' 16,5, 60' 24. Gef. t,o B.B. 

Da 1,0 ccm 2,4 L B. enthielt, so ist i B.B. ~ 720 B.B. 

Versuch mit Pankreasprobe Nr. IV. 

Mit 0,10 ccm: Anfangszahl 130, Abnahme in 20' 8, 40' 15, 60' 21. Gef. 0,9 B.B. 

Da 1,0 ccm o,Oir B.B- enthielt, entspricht i B-B. 820 B.B. 

Die beim Schweine- und Schafspankreas beobachtete annähernde tibereinstim- 
niung der Einheiten für Öl- und Tributyrinspaltung hat keine allgemeine Geltung. Bei 
2 Proben von Pferdepankreas fanden wir große Abweichungen von dem Verhältnis 
I B.E. = 0,001 L.E. Die Einheit der lipatischen Tributyrinspaltung entsprach näm- 
lich a) 0,0033, b) 0 0062 B.E. Diese Abweichungen beruhen entweder darauf, daß die 
an einem Organpräparat ausprobierteu ausgleichenden Aktivierungen der Öl- und 
der Buty rin Spaltung bei einem anderen Material nicht genügen, um den Einfluß der 
vielleicht andersartigen begleitenden Fremdkörper zu überwinden, die im Verlauf der 
Reinigung abgetrennt werden könnten. Oder die Affinitäten der lipase zu den Sub- 
straten können auch von Be gleit st offen, die dem Enzym besonders nahe stehen und 
nicht abgetrennt werden können, so beeinflußt w^erden, daß die Messung in den will- 
kürlich gewählten Adsorbatzuständen durch spezifische Hemmung zu veränderlichen 
Verhältnissen der Zeitwerte führt. 

' Vgl. II. Abhandlung, Diese Zs. Bd, 125, S. 132, und zwar S. 150 und 168 [1922/23]. 
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92. ÜBER ENTEROKINASE UND DIE TRYPTISCHE WIRKUNG 
DER PANKREASDRÜSE. 

Von Ernst Waldschmidt-Leitz*. 

Mit I Kurve. 

(Fünfte Abhandlung über Pankreasenzyme.) • 

Von Richard Willstätter und Mitarbeitern. 

(Aus dem Chemischen Ivaboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegai^en am 28. September 1923.) 

Die vorliegende Untersuchung wurde zum Teil mit den Mitteln einer Fellowship 
der Rockefeller-Foundation ausgeführt, für deren Gewährung ich dem „Ausschuß zur 
Förderung des wissenschaftlichen medizinischen Nachwuchses*' in Berlin zu größtem 
Danke verpflichtet bin. 

Meinem hochverehrten Uehrer, Herrn Geh.>Rat Prof. Dr. R. Wiu^stätter, möchte 
ich auch an dieser Stelle für sein stetes Entgegenkommen und seine großzügige Für- 
sorge meinen herzlichsten Dank aussprechen. 

A. Theoretischer Teil. 

I. Der Stand unserer Kenntnis von der Enter okinase. 

Die ältesten Angaben über die Existenz einer unwirksamen Vorstufe des pankrea- 
tischen Trypsins stammen aus den Jahren 1867 und 1875, sie finden sich in den wert- 
vollen Untersuchungen von Kühne und von Heidenhain. W. Kühne ^ erhielt in einigen 
Fällen aus Pankreasdrüsen von schlecht [i8z] ernährten Hunden tryptisch unwirk- 
same Infuse, die indes durch mehrere Stunden langes Erwärmen unter leichtem An- 
säuern Wirksamkeit erlangten, und er vertrat die Ansicht, daß „die unwirksame Drüse 
eine Substanz enthalte, welche erst bei Digestion mit Säure zerfalle unter Abspaltung 
des Ferments'* . Daß diese Befunde, die Kühne für eine Eigentümlichkeit nur eines be- 
sonderen Drüsenzustandes ansah, allgemein für jedes Pankreas gültig sind, bewies eine 

* Habilitationsschrift, Universität München, ig24. 

^ Arch. (Anat u.) Physiol. Bd, 39, S. 130 [1867]. 
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acht Jahre später erschienene umfangreiche und bedeutende Arbeit vonR. Heidknhain*. 
Aus frischen, alsbald nach der Schlachtung der Tiere verarbeiteten Drüsen erhielt er 
in allen Fällen unwirksame Auszüge, und er machte die bedeutsame Beobachtung, daß 
sich aus gelagertem Drüsenmaterial stark aktive Glycerinextrakte gewinnen ließen. 
Heidenhain erklärte diese Erscheinung mit der Freilegung des Trypsins nach dem 
JCode durch die in den Drüsenzellen auftretende Säure und er sah in diesem Prozeß 
die Aufhebung einer Verbindung zwischen Tiy^psin und einem Eiweißkörper der Drüse. 

• Erst 24 J ahre darauf, mit der Entdeckung der spezifischen Wirkung des Darmsafts, 
gewann die Forschung nach dem Wesen der Trypsinaktivierung neue, entscheidende 
Erkenntnisse; wir verdanken sie der Schule J. P. Paweows, aus dessen lyaboratoriuin 
N. P. ScHEPOWALNiKOW^ im Jahre 1899 die grundlegende Untersuchung über den 
spezifischen Aktivator des Trypsins im Duodenalsaft veröffentlichte, den er Entero- 
kinase nannte. Er zeigte, daß reiner pankreatischer Instelsaft tryptisch vollständig 
inaktiv w^ar und daß er nach Zugabe geringer Mengen Darnisaft intensiv aktiviert 
wurde, und zwar in alkalischer sowohl als besser noch in neutraler und schwach saurer 
Uüsung; sodann fand er, daß die Aktivierung des Trypsins eine gewisse Zeit benötigte 
und daß der Aktivator [183] durch Kochen zerstört wurde; hieraus schloß er auf einen 
fermentativen Vorgang, auf eine enzymatische Bildung von Trypsin aus seinem 
Zymogen. Die Ergebnisse seiner Arbeit wurden in der Folgezeit durch eine große An- 
zahl von Untersuchungen bestätigt*) und vertieft. 

Eine Reihe von Arbeiten war der Frage nach dem Vorkommen und den chemischen 
Eigenschaften des neuen Körpers gewidmet. Nach C. Deeezenne^) stammt die Kinase 
aus den weißen Blutkörperchen und den lymphatischen Ganglien, ja er fand sie sogar 
in den Extrakten von Pilzen, doch ist seiner Ansicht von verscliiedenen anderen For- 
schern 3 ) widersprochen worden; W. M. Bayeiss und E. H. Stareing^) fanden sie ledig- 
lich als Sekretionsprodukt des Dünndarms, vor allem seines oberen Endes; nach J. M. 
Hamiee^) ist die Enterokinase aller untersuchten Wirbeltiere identisch. Die Angaben 
der Literatur über ihre chemischen Merkmale sind spärlich und widersprechend; so 
sind die experimentellen Befunde von H. Stassano und F. Bieeon^), die die Kinase der 
Körperklasse der Nucleoproteide zuteilteu, durch Bayeiss und Stareing?) widerlegt 

* ,, Beiträge zur Kenntnis der Pankreas'*, Pflügers Arcli. Bd. lo, S. 557, und zwar S. 587 

[1875]. 

^ Die Physiologie des Darmsaftes, Inaug.-Diss. St. Petersburg, 1899; Referat in R. Maeys 
J ahresbericht über die Fortschritte der Tierchemie, Bd. 29, S. 378 [1899]. J. P. Pawt,ow, Die 
Arbeit der Verdauungsdrüsen, Wiesbaden 1900. 

H. M. Vernon, J.ofPhysiol. Bd. 28, S. 375 [1902]; C. DeeEzenne und A. 1 ?kouin, 
C. R. Bd. 134, S. 1026 [1902]; K, GeaessneR, Diese Zs. Bd. 40, S. 465 [1903/04]; A. Eeeinger 
undM. Kohn. Diese Zs. Bd. 45, S. 28 [1905]; J.WohegEmüTH, Biochem, Zs. Bd. 2, S. 264 [1906/07]. 

C. R. Soc. Biol. Bd. 54, S. 2B3, 590, 693 und 998 [1902]; C. DEeezenne und H. MouTün, 
ebenda Bd, 55, S. 27 [1903]. 

3 ) H. Stassano und F. Bieeon, C. R. Soc. Biol. Bd. 54, S. 623 (1902]; L. Camus und 
E. Geey, ebenda Bd. 54, S. 241 [1902]; E. Hekma, Journ. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 6, 
S. 25 [1904]. 

9 J.of Physiol. Bd. 30. S. 61 [1904]. 9 J.of Physiol. Bd. 33, S. 476 [1905/06]. 

9 C. R. Soc. Biol. Bd. 54, S. 633 [1902]. ’) A. a. 0 . 
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worden. Zudem beschränken sich alle Angaben über die Eigenschaften des Körpers 
auf sein Verhalten im Darmsaft selbst oder in Rohextrakten der Darmwand ; eine prä- 
parative Reinigung der Kinase ist nie unternommen worden. 

Auch für die schon von W. Kühne ^ und von [184] R. Heidenhain*) beobachtete 
,, spontane Aktivierung*' an sich unwirksamen Trypsins in der Drüse wie in Auszügen 
und Sekret und ebenso für die Aktivierung durch Säure finden sich in der neueren 
Literatur zahlreiche Bestätigungen ; man hielt diese Erscheinungen indes für ver- 
schieden von der Einwirkung der Enterokinase, und J.Wohegemuth^) verknüpft sie 
auf Grund seiner Beobachtungen mit den bei der Aufbewahmng in den Drüsensekreten 
sich abspielenden proteolytischen Prozessen, wenn er auch eine Aktivierung durch 
Eiweißabbauprodukte nicht nachweisen konnte. Vereinzelt dastehend und unsicher 
erscheint der Befund von H. M. Vernon^), wonach ,, spontan aktiv'* gewordenes Tryp- 
sin erheblich stärker aktivieren soll als Enterokinase selbst, zumal W. M. BaylIvSS 
und E. H. Starling 5) ihn mit Vernons eigenen Präparaten nicht bestätigen konnten. 

Die Frage nach der Wirkungsweise der Enterokinase ist in der physiologischen 
Forschung viel erörtert und eingehend untersucht w^orden, und doch scheint sie bis 
heute noch nicht endgültig geklärt. Hier stehen sich zwei prinzipiell verschiedene 
Anschauungen gegenüber, die Fermenttheorie und die Komplementtheorie. Die erstere, 
für die sich schon N. P. Schepowalnikow aussprach, fand ihre nachhaltigste Stütze 
in den Untersuchungen von W. M. Bayeiss und E. H. Stareing 7). Das Hauptargu- 
ment dieser Forscher bildet die zeitliche [185] Abhängigkeit der Kinasewirkung: ,,Die 
geringste Spur Enterokinase vermag eine große Menge Trypsinogen in Trypsin zu ver- 
wandeln bei genügend langer Einwirkungsdauer,“ ,, Trypsin ist eine neue Substanz, 
verschieden von Trypsinogen, und gebildet aus diesem durch die enzymatische Wir- 
kung der Enterokinase. Es ist nicht ersichtlich, daß die Kinase bei der proteolytischen 
Wirkung des Trypsins wesentlich ist oder irgendeinen Anteil daran nimmt.“ Auch 
E. ZuNZ^] und K. Meyer bekannten sich zu dieser Auffassung. Nach J. Maelanby 
und V. J. WooELEY^] ist die Geschwindigkeit der Trypsinaktivierung eine Funktion 
der Kinasemenge und wird durch Temperaturerhöhung gesteigert ; auch diese Autoren 
kommen daher zu dem Schluß: ,,Die Enterokinase ist ein Enzym, mit einem Optimum 

® Arch. (Anat. u.) Physiol. Bd. 39, S. 130 [1867]. 

b Pflügers Arcli. Bd. 10, S, 557, und zwar S. 581 [1875]. 

Für die ,, spontane' ‘ Aktivierung vgl. J. Hamburger und E- Hekma, Journ. de Physiol. 
et Pathol. g6n. Bd. 4, S. 805 [1902], E. Fischer und P.Bergeee, Chem. Ber. Bd. 37, S. 3103 
[1904], E. Fischer und E. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 46, S. 52 [1905]; für die „Saure “-Akti- 
vierung siehe E. Hekma, Journ. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 6, S. 25 [1904], dagegen W. M, 
Bayeiss und E. PL STarling, J. of Physiol. Bd. 30, vS. 61 [1904]. 

Biocheni. Zs. Bd. 39, S, 302 [1912]. 

'•) J.of Physiol. Bd. 28, S. 375 [1902], Bd. 47, S. 325 [1913/14]. 

5 ) J. of Physiol. Bd. 30, S. 61 [1904]. 

Inaug.-Diss. St. Petersburg 1899; Ref. in R. Maeys Jahresbericht über die Fortschritte 
der Tierdiemic Bd. 29, S. 378 [1899]. 

7 ) J. of Physiol. Bd- 30, S.61 [1904] und Bd. 32, ß, 129 [1905]. 

*] Bull, de la Soc. Roy. des Sciences med. et nat, de Bruxelles Bd. 64, S. 28 und 98 [1906]. 

Biochem. Zs. Bd. 23, S. 68 [1909/10], ^ J. of Physiol. Bd. 45, S. 370 [1912/13]. 
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der Wirkung bei neutraler Reaktion. Die Bildung des Trypsins aus Trypsinogen durch 
Enterokinase vollzieht sich durch Adsorption der Enterokinase an die Proteinkonipo' 
nente des Trypsinogens, Abspaltung dieser Komponente und Freilegung des Trypsins.“ 

Ganz andere Anschauungen vertreten J. Hamburger und B. Hekma'^; nach ihren 
Beobachtungen soll eine bestimmte Menge Darmsaft nur eine bestimmte Menge Zynio- 
gen umwandeln können und sie schließen daraus auf eine chemische Reaktion in stöchio- 
metrischem Verhältnis; indessen sind die angewandten Mengenverhältnisse so wenig 
glücklich gewählt, daß ihren Ergebnissen keine Beweiskraft zuzusprechen ist. Den 
der Immunitätslehre entnommenen Vergleich mit einer Komplementbindung hat 
zuerst C. D^eezenne^ auf den Vorgang der Trypsinaktivierung übertragen ; nach seiner 
Anschauung soll die enzymatische Wirkung dadurch ausgelöst werden, daß sich das 
Trypsinogen mit Hilfe der Enterokinase am Proteinmolekül verankert. Fiine Stütze 
für diese Auffassung erbrachte [186] eine Untersuchung von A. Dastre und H. Stas- 
SANO^); diese Autoren fanden für eine gegebene Menge Trypsinogen einen bestimmten 
Betrag von Kinase optimal, allein ihre Befunde wurden von W. M. Bayeiss und 
E. H. Stareing^) nicht als beweiskräftig anerkannt. 

Die überwiegende Mehrzahl der bisher vorliegenden Beobachtungen über das 
Wesen der Enterokinaseeinwirkung scheint hiernach zugunsten eines enzymatischen 
Vorganges zu sprechen, so daß das „Eehrbuch der Physiologischen Chemie“ von E. Ab- 
DERHAEDEN^) zusammenfasseud sich dahin äußert; „Die Meinung, daß dieser Stoff 
dadurch wirke, daß er sich mit dem Trypsinzymogen verbinde und so dieses zum aktiven 
Ferment ergänze, konnte .... widerlegt werden .... Die Wirkung der Enterokinase 
entspricht der eines Katalysators.“ 

II. Über das Wesen der Kinasewirkung. 

In der vorliegenden Untersuchung wird die Bestimmung des Einflusses der Entero- 
kinase auf den tryptischen Abbau der Gelatine mittels einer zuverlässigen und exak- 
ten Meßmethode durchgeführt, der die alkalimetrische Titration der freien Carboxyle 
von Proteinen, Peptiden und Aminosäuren in alkoholischer Eösung nach R. WiEE- 
STÄTTER und E. Waedschmidt-Eeitz zugrunde hegt. Diese Bestimmungsweise 
beschränkt sich nicht, wie die meisten Verfahren der Eiteratur, auf die Messung eines 
Teilvorganges der Proteinhydrolyse, sie erlaubt vielmehr die Gesamtheit der enzy- 
matischen Abbauprozesse quantitativ zu erfassen und sie gibt zudem die Möglichkeit 
an die Hand, zwischen den Anteilen von Peptiden und von Aminosäuren an den 
Hydrolyseprodukten zu unterscheiden. 

Das Gesamtbild, das uns eine exakte Analyse von der Wirkungsweise der Entero- 
kinase entwirft, vereinigt in sich eine große Anzahl sich scheinbar widersprechender 

^ Joum. de Physiol. et Pathol. gen, Bd. 4, S. 805 [1902], 

5 C. R. Soc. Biol Bd. 55, S. 171 [1903]. 

Aichives inteniat. de Physiol. Bd. i, S, 86 [1904]. 

*) J, of Physiol. Bd. 32, S. 129, und zwar S. 135 [1905]. 

h 4. Auflage, Berlin und Wien 1921, II. Teil, S. 377. 

Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 [1921]. 
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[187] Einzelerfahrungen der I^iteratur, zum Teil, indem es sie in gewissem Sinne be- 
richtigt; es deckt neue Beziehungen zwischen ihnen auf und es vermittelt vertiefte 
Krkenntnisse und Zusammenhänge von den verschiedenen beobachteten Arten der 
Aktivierung des Trypsins. Andererseits führt es, unterstützt -durch die Ergebnisse der 
präparativen Analyse, zu einer gesicherteren Erklärung der ISJatui der üinasewirkung 
und zu neuen Gesichtspunkten für die Bildungsweise des Aktivators. 

So findet man die zeitliche Abhängigkeit der ICinasewirkung bestätigt ; allein sie 
gilt nur für eine gewisse kurze Einwirkungsdauer : in allen Fällen erreicht man unter 
gleichen Bedingungen, auch bei Anwendung kleiner Aktivatormengen, nach einer 
bestimmten gleichbleibenden Zeit — in den untersuchten Beispielen je nach der Reak- 
tion der Lösung in 30 bis 60 Minuten — den der jeweiligen Kinasemenge eigenen 
Aktivierungsgrad, der indessen nicht der maximale ist; er wird auch bei sehr langer 
Einwirkungsdauer nicht überschritten. Die Geschwindigkeit, mit der diese Akti- 
vierungsleistung erreicht wird, ist am größten bei neutraler Reaktion, hier vollzieht 
sich die Aktivierung in etwa einer halben Stunde, Unter diesen Bedingungen besteht 
nun zwischen den Trypsinmengen und den zu maximaler Aktivierung erforderlichen 
Kinasemengen eine einfache Beziehung: man findet direkte Proportionalität zwischen 
Aktivator und Enzym. So bilden diese Ergebnisse eine Brücke zwischen den scheinbar 
gegensätzlichen Befunden der Literatur, die sich am schärfsten in der Stellungnahme 
einerseits von W. M. Bayliss und E. H. Stareing^ anderseits von A. Dästrk und 
H. Stassano^ widerspiegeln. 

Diese Proportionalitätsbeziehung besitzt allerdings nur Gültigkeit innerhalb 
ein- und desselben Enzymmaterials. Die Drüse enthält und bildet nämlich in wech- 
selnden Mengen Stoffe — und solche entstehen in vermehrtem Umfange bei autoly- 
tischen Prozessen — , welche der Aktivierung durch Kinase entgegenwirken. Ähnlich 
vermögen einige mehrwertige Alkohole, so das Glycerin und das Äthylen glykol, die 
[188] Aktivierungsleistung einer bestimmten Kinasemenge herabzusetzen, wohl indem 
sie mit dem Aktivator leicht dissoziierbare Additionsverbindungen von abgeschwächtem 
Aktivierungsvennögen bilden, deren Dissoziation sich mit der Konzentration des 
Alkohols verschiebt. Indessen scheint die Hempiung durch die Alkohole nicht iden^ 
tisch zu sein mit der von den Drüseninhaltsstoffen bewirkten; sie verstärken sich näm- 
lich in ihrer Wirkung gegenseitig, und so liegt es nahe, dieselbe entweder auf ver- 
schiedene Angriffspunkte am Kinasemolekül zu verlegen oder aber den Einfluß der 
natürlichen Hemniungskörper mit einer Blockierung des Trypsinmoleküls selbst zu 
deuten. 

Die aktivierende Wirkung der Darmschleimhaut und ihrer Extrakte auf die 
Proteolyse durch pankreatisches Trypsin besteht weder ganz noch teilweise in einer 
Beschleunigung der Hydrolyse niederer Proteinabbaustufen durch ereptisches' Enzym; 
einmal besitzt die frische Pankreasdrüse sowie ihr reines Sekret überhaupt keine 

^ J. of Physiol. Bd. 30, S. 61 [1904] und Bd. 32, S. 129 [1905]. 

* Archives internat. de Physiol. Bd, i, S. 86 [1904]. 
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tryptische Aktivität gegenüber genuinem Protein; sodann gelingt es durch ilodifi^ 
kation des Extraktipnsverfahrens leicht, den Aktivator von dem peptolytischen 
Prinzip der Darmwand zu trennen und ihn frei von proteolytischer Wirkung zu er- 
halten. Die Wirkung der Bnterokinase wird ferner streng spezifisch für das tryptische 
Bnzym der Pa,nkreasdiüse gefunden, sie äußert sich gar nicht hei ihrem lipatischen 
oder diastatischen Perment. 

Die in der vorliegenden Abhandlung über die Wirkungsweise der Bnterokinase 
mitgeteilten Beobachtungen schließen die in erster Binie von W. M. Bayi^iss und 
E. H. Starüing^ vertretene Annahme eines enzymatischen Vorganges aus, sie sprechen 
vielmehr mit Sicherheit für eine einfache Aktivierung. Diese Anschauung findet eine 
schöne und beweiskräftige Bestätigung in der Tatsache, daß es gelingt, durch eine 
einfache präparative Vornahme, nämhch mittels Tonerdeadsorption, Enzym und Akti- 
vator zu trennen und so bereits maximal aktiviertes Trypsin von neuem in inaktive, 
aktivierbare Form tiberzuführen; mit einer enzymatischen Umwandlung von Trypsino- 
gen zu Trypsin ist dieses Ergebnis schlechthin unvereinbar. 

[189] In der ,, Ersten Abhandlung über Pankreasenzyme'' von R. Wilüstätter, 
E. Waeüschmidt-Leitz und Fr. Memmen^) ist zwischen zwei Arten der Wirkung von 
Aktivatoren unterschieden worden: ,,Der Fall ist möglich, daß ein aktivierender . . . 
Zusatzstoff unmittelbar auf das Enzym einwirkt. Er kann auf seine Affinitätsverhält- 
nisse einen Einfluß von gleicher Art wie H- und OH- Ionen ausüben. Eine solche Wir- 
kung dürfte Natriumchlorid auf Diastase haben. Der Einfluß der Aktivatoren kann 
ferner . . . auf Adsorptionswirkung beruhen. Sie wird sich entweder gegenüber dem 
Enzym oder seinem Substrat oder gegenüber beiden geltend machen . . . Die zahlreichen 
Erscheinungen der Uipaseaktivierung lassen sich mit der Annahme erklären, daß die 
Aktivierung auf der Erzeugung von Kolloidteilchen beruht, die zugleich auf Enzym 
und Substrat adsorbierend wirken." Die Aktivierung des Trypsins durch die Entere- 
kinase scheint zwischen diesen beiden Möglichkeiten zu vermitteln, indessen zeigt sie 
weit ausg^rägtere Merkmale einer unmittelbaren chemischen Beeinflussung und sie 
nimmt in verschiedener Hinsicht eine gewisse Sonderstellung ein. Dies gilt z. B. für 
ihre zeitliche Bedingtheit, die sie von allen bekannten Enzymaktivicrungen unter- 
scheidet; gerade diese spricht sehr zugunsten eines überwiegend chemischen Prozesses, 
denn bei reinen Adsorptionsvorgängen stellt sich das Gleichgewicht meist rasch und 
genau ein. Auch die Hemmungserscheinungen durch die Drüseninhaltsstoffe wie durch 
Alkohole vermag eine mehr chemische Betrachtungsweise besser zu deuten ; sie wirken 
offenbar nicht in der Weise, daß sie die Adsorption von Aktivator und Enzym be- 
einträchtigen, da sich daun ihr Einfluß auch nach erfolgter Einwirkung im Sinne einer 
Verdrängung geltend machen sollte; mit mehr Berechtigung wird man ihre Wirkung 
einer Beeinflussung der Affinitätsverhältnisse der spezifischen Gruppe von Aktivator 
oder Enzym zuschreiben. 

^ A. a. 0. S. 7. 

*) Diese Zs. Bd. 125, S. 93. und zwar S. 99 [1922/23], 
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Die Aktivierung des Trypsins nimmt auch insofern eine besondere Stellung ein, 
als die Gegenwart des Aktivators nur für die Spaltung gewisser Substrate, nämlich der 
genuinen [ 1 90] Proteine und ihrer höheren Abbauprodukte, nicht dagegen für die Hydro- 
lase der Polypeptide unentbehrlich ist. Während man bei pankreatischer Eipase keinen 
Unterschied findet in der Abhängigkeit der Enzymwirkung von dem durch die Aktiva- 
toren bedingten Adsorptionszustande hinsichtlich der Hydrolyse z. B. des unlöslichen 
Fettes und des wasserlöslichen Tributyrins^, wird zufolge G. Schaeeeer und E. F. Ter- 
ROiNE^ sowie E. Zunz 3 die Wirkung gegenüber Proteinen inaktiven Pankreassaftes 
auf einfache Peptide, beispielsweise Alanylglycin, durch Enterokiiiase nicht verstärkt. 
Diese Beschränkung der Kinasewirkung auf die Hydrolyse bestimmter Substrate könnte 
durch deren kolloide Eigenschaften bedingt sein oder aber durch eine bestimmte 
chemische Konstitution. Schaeffer und Terroine sprachen sich für die letztere 
Anschauung aus; allerdings gehen diese Forscher dann, da sie noch die enzymatische 
Auffassung der Trypsinaktivierung vertreten, zu der Annahme eines besonderen erep- 
tischen Enzyms im vSckret der Pankreasdrüse über. Eine einfachere Erklärung scheint 
mir den Vorzug zu verdienen : Die Hydrolyse der verschiedenen Proteine sowie der Pep- 
tone und Polypeptide wird durch ein einziges proteolytisches Enzym der Pankreas- 
drüse, das Trypsin, bewirkt, aber dieses Enzym bedarf für die Spaltung gewisser Sub- 
strate mit bestimmter chemischer Konstitution eines Hilfsstoffes, der Enterokinase. 
Vielleicht hat man in der Sprengung von Diketopiperazinringen, deren Vorhandensein 
im Proteinmolekül in neueren Untersuchungen von W. S. Ssadikow und N. D. Ze- 
EiNSKY'» sowie von E. Abderhaeden^ in ausgedehntem Mal 3 e [191] angenommen 
wird, ein Beispiel für eine derartige, des Aktivators bedürfende enzymatische Hydro- 
lyse. 

Die Untersuchung bestätigt ferner die alten Angaben von R. Heidenhatn^) über 
die bei der Aufbew^ahruug der Pankreasdrüse eintretende ,,spontane‘' Aktivierung des 
Trypsins : man beobachtet sie bei der Autolyse der rohen wie der getrockneten Drüsen- 
substanz und sie wird durch saure Reaktion beschleunigt. Man hat diese Erscheinungen 
indessen nie zu der Aktivierung durch Enterokinase in Beziehung gebracht, man hat 
sie als eine enzymatische oder auch bakterielle Umwandlung des Trypsinogens an- 
gesehen. Durch die Versuche dieser Abhandlung wnrd der Nachweis erbracht, daß es 
sich hierbei um die Bildung eines Aktivators aus der Drüsensubstanz handelt, der in 
seinem Verhalten mit der Enterokinase weitgehend übereinstimnit. So wird er gleich 

* R. WlEEStÄTtKR und Fr. Memmen, 4. Abhandlung über Pankreasenzyme, Diese Zs. 
Bd. 129, S. I, und zwar S. 3 [1923]. 

^ Journ.de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12, S. 884 u. 905 [1910]. 

5 Archives Internat, de Physiol. Bd. 11, S. 191 [1912]. 

^ W. S. Ssadikow, Biochem. Zs. Bd. 136. S. 238 [1922/23]; W. S. Ssadikow und N. D. 
Zeeinsky, ebenda Bd. 136, S. 241 [1922/23] ;N. D. ZEEiNSKYund W. S. Ssadikow, ebenda Bd, 137, 
397 [1923]; W. S. Ssadikow und N. D. ZeeinSky, ebenda Bd. 137, S. 401 [1923].: 

5 Diese Zs. Bd. 128, S. 1 19 [1923] und Bd. 129, S. 106 [1923]; E. AbdErbaedEN und W. STix, 
ebenda Bd. 129, S. 143 [1923]; E. AddERHAEdEN und E. Kearmann, ebenda Bd. 129, S. 320 

[1923]- 

Pflügers Arch. Bd. 10, S. 557, und zwar S. 587 [1875]. 
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wie diese durch Tonerde adsorbiert und es gelingt auf diese Weise gleichfalls, ihn vom 
Trypsin zu trennen und das Enzym wiederum in inaktiver, aktivierbarer Form zu er- 
halten; der Aktivator findet sich in der alkalischen Elution aus dem Tonerdeadsorbat. 
Die Annahme ist nicht von der Hand zu weisen, daß dieser bei Zersetzungsvorgängen 
aus der Drüse entstehende Aktivator identisch ist mit der Enterokinase. Nach der in 
der Eiteratur vorherrschenden Ansicht ist diese ein Sekretionsprodukt des Darmepithels, 
eine Bildung des Aktivators in der Pankreasdrüse selbst hat man nie diskutiert. L. Ca- 
mus und E. Geey* unterscheiden zwischen zwei Arten der Tiy^psinaktivierung, einer 
extrapankreatischen, der gewöhnlichen, und einer intrapankreatischen ; sie konnten 
nämlich zeigen, daß auf die Injektion gewisser Stoffe (Pilocarpin, Pepton) hin die Drüse 
aktiven Saft absonderte. Ihre Resultate wurden durch W. W. Sa'Witsch3 bestätigt 
und erweitert; nach Sawitsch hängt die Sekretion von aktivem oder inaktivem Saft 
mit einer stärkeren Reizung der trophischen bzw. der [192] sekretorischen Nervenfasern 
der Drüse zusammen. In Wirklichkeit sind die beiden Arten der Aktivierung des Tryp- 
sins identische Vorgänge, es handelt sich in beiden Fällen um die Wirkung desselben 
Aktivators. Mau muß in diesem Zusammenhänge auch der von J. Melüanby und 
V. J. WOOLEEY^) ausgesprochenen, vereinzelt dastehenden Ansicht beipflichten, daß 
auch die Wirkung der Calciumsalze auf inaktiven Pankreassaft auf eine durch Ver- 
minderung der Saftalkalität hervorgerufene beschleunigte Wirkung von Enterokinase 
zurückzuführen ist; vielleicht ist es richtiger, hier eine beschleunigte Bildung des Akti- 
vators anzunehmen. In der Tat läßt sich durch Kalksalz allein in der Drüse eine Akti- 
vierung nicht bewerkstelligen. 

So gewinnt man für die verschiedenen Erscheinungsformen der Trypsinaktivierung 
eine einheitliche Grundlage; die Formen wechseln, aber die Erscheinung ist die näm- 
liche, sie beruht auf der Wirkung eines spezifischen Aktivators. 

Offen bleibt die Frage, ob die Enterokinase bzw. ihr Stammkörper nur im Pankreas 
oder aber auch in den Drüsen der Darmschleimhaut gebildet werden kann und auf welche 
Weise der Aktivator im ersteren Falle von der Bauchspeicheldrüse in die Darmwand 
gelangt. 


B, Experimenteller Teil. 

I. Die Bestimmung der Trypsinwirkung. 

I. Meßmethode. 

Die zahlreichen in der Literatur beschriebenen Methoden zur Verfolgung der enzy- 
matischen Proteolyse lassen sich in zwei prinzipiell verschiedene Klassen einteilen, je 
nachdem sie anf der Bestimmung des unveränderten Substrates oder auf der Messung 
der entstandenen Abbauprodukte beruhen. Zu ersteren gehören die älteren Bestim- 

* C. R. Soc. Biol. Bd. 54, S. 241 [1902]. 

3 Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. des Stoffwechsels, Neue Folge Bd. 4, S. i [ 1909 ]’* 
siehe auch B. P. Babkin und W, W. Sawitsch, Diese Zs, Bd. 56, S. 321 [1908]. 

*) J. of Physiol. Bd. 46, S. 159 [1913]* 
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mungsweisen von W. Ebstein und P. Grüxzner*, C. Fermi^ und S. Mett'^, [i 93 ] sowie 
einige neuere, wie die nach F. Voehard^), K. Fxjed und F- A. Fevison^) und G. Gross^) \ 
sie alle führen ihrem Wesen nach nur zu mehr oder weniger zutreffenden Schätzungen 
und sie erfassen nur einen Bruchteil der Enzymwirkung ; dies gilt auch von der in neuerer 
Zeit durch W. Waedschmidt^) modifizierten colorimetrischen Methode von P. Grütz- 
ner5). Einen etwas breiteren Abschnitt der Proteolyse gestattet das Verfahren der 
Feitfähigkeitsmessung nach V. Henri und F. DES Bancees^) zu verfolgen, allein seine 
Grundlagen sind nicht genügend übersichtlich und sein Anwendungsbereich ist zu 
beschränkt; diese letztere Einschränkung gilt auch für das schöne Verfahren der polari- 
metrischen Analyse der Peptidspaltung von E. Abderhalden und A. H. Koeeker’). 
Von größerer praktischer Bedeutung erscheinen das eigenartige gasometriscHe Ver- 
fahren von D. D.van Seyke^), das auf der Bestimmung des Aminostickstoffs mit sal- 
petriger Säure beruht, sowie vor allem die viel angewandte wichtige Formoltitration 
nach S. P. F- Sörensen?). 

Die Formoltitration erlaubt mit einigen Ausnahmen die alkalimetrische Bestim- 
mung der Carboxylgr Uppen von Aminosäuren, Polypeptiden und Proteinen und sie 
beruht auf der Erreichung einer gewissen, mittels einer Kontrollösung bestimmten 
Farbintensität des Indicators bei der Alkalizugabe; allein ihre Resultate werden un- 
sicher und mit den Kontrollösungen schwer vergleichbar, wenn es sich um die Be- 
stimmung [194] an sich stärker gefärbter oder, wie dies bei der Messung der proteoly- 
tischen Wirksamkeit getrockneter Organpräparate unvermeidlich ist, wenn es sich 
um die Analyse stark trüber Versuchslösungen handelt, die eine schwächere Farbinten- 
sität Vortäuschen. Auf eine Schwierigkeit anderer Art stieß F. de Jagern] bei der An- 
wendung der Formoltitration auf die Harnanalyse ; er beobachtete nämlich, daß die 
Methode bei Anwesenheit von Ammoniak oder Ammonsalzen, deren Saure unter den 
Bedingungen der Bestimmung ebenfalls titriert wird, eine Störung erleidet, da sich für 
die Summe der Komponenten zu niedrige Werte ergeben; V. Henriques und S. P. F- 
SöRENSEN^] führten diese Erscheinung auf eine Reaktion intermediär gebildeten 
Methylenimins mit der Aminosäure zurück. In der Tat ergibt die Bestimmung einer 
tryptischen Proteolyse nach der Formolmethode beispielsweise bei Anwendung eines 

^ Pflügers Arch. Bd. 6. S. i [1872]. 

3 Arcli. für Hygiene Ed. 12, S. 238 [1891] tmd Bd. 40. S. 155 [1906]. 

^ Arcli. (Anat. u.) Physiol, S. 68 [1894]. 

*) Münch, med. Wochenschr. S. 2129 [1903] und S. 403 [1907]; siehe auch W. FöHEEIN, 
Hofmeisters Beitr^e Bd. 7, S. 120 [1905]. 

*) Biochem.Zs. Bd. 6. S. 473 [iwl- Arch. f. exp. Pathol. Bd. 58, S. 157 [1906]. 

Pflügers Arch. Bd. 143, S. 189 [1912]; hier findet sich auch eine eingehende Kritik aller 
früheren Methoden. 

5 ) Pflügers Arch. Bd. 8, S.452 [1874]; Arch. di fisiol. Bd. 7. S. 223 [1909]; Pflügers Arch. 
Bd. I44> S. S4S [1912]. 

6) C. R. Sdc. Biol. Bd. 55, S. 563, 787, 788, 789 u. 866 [1903]; vgl. dazu W. M. Bayeiss, 
J. of Physiol. Bd. 36, S. 221 [1908]. 

7 ) Diese Zs. Bd. 51, S. 294 [1907]. Chem, Ber. Bd. 43, S. 3170 [19m]. 

9 ) Biochem. Zs. Bd. 7, S. 43 [1907] und Bd. 25, S. i [1910]. 

Diese Zs. Bd. 62, S. 333, und zwar S. 342 [1909]. *] Diese Zs. Bd. 64, S. 120 [1909/10]. 



über Enterokinase, 


1267 


Ammoniak-Saltniak-Puffergemisches zu geringe Ausschläge und sie führt zu Wider- 
sprüchen mit dem vergleichsweise angewandten alkalimetrischen Verfahren der Amino- 
säurebestimmung in alkoholischer I^ösung nach R. WiiXSTÄriER und K. Waldsciimiüt- 
LuitzI 

So wurden für die Wirkung von 0,125 g der Pankreasprobe IV auf 10 ccm 3% Gelatine- 
lösung bei 8,7 (eingestellt durcli 2,00 ccm n-Amnioiiiak-Aminonchloridpuffer) und 30° in 
I Stunde folgende Aciditatszunaluiien gemessen (in ccm 0,2 n-KOH): 


Zusatz 

Formol 
ti. rhenol- 
plitlialeiii 

Bestiraiaung vt 

Forinol 
u, Thymol- 
phtlialein 

90 proz. Alkohol 
und 

Thymolphlhalclii 

Ohne Zusatz 

0,16 

i 1 

; ^>37 1 

1,16 

20 mg CaClz 

0,15 

i 

1.22 

20 mg glykocliols. Na. . 

0,1 I 

' 0,04 

1.16 


Die Bestimmung in alkoholischer Lösung gestattet die Summe der Aciditäten von 
Ammonsalzen und Aminosäuren [195] oder Peptiden in beliebigem Mischungsverhältnis 
quantitativ zu ermitteln. Bin weiterer Vorzug dieses Verfahrens besteht darin, daß es 
erlaubt, bei der Messung der Proteolyse zwischen den Anteilen der Aminosäuren und 
der Peptide an der Acidität zu unterscheiden^). Für solche Bestimmungen ist es in- 
dessen erforderlich, Phenolphthalein als Indicator zu verwenden. Der Farbumschlag 
dieses Indicators liegt für die Titration der am häufigsten vorkonimcndcn Aminosäuren 
nach WiLüSTÄTTER und Waedschmidt-Ixiiv. in 5opToz. alkoholischer Losung bei 
einem Alkaliverbrauch von ungefähr 28 % der theoretisch erforderlichen Menge, l'ür 
Thymolphthalein, dessen Umschlagsbereich einer höheren Alkalität entspricht, findet 
man den bei dieser Alkoholkonzentration bestimmbaren Bruchteil der Aminosäuren 
zu hoch und zu wenig übereinstimmend, und der Umschlag dieses Indicators ist bei 
unvollständiger Titration nicht sicher genug erkennbar. So verbrauchten bei der Titra- 
tion mit Thymolphthalein 

a) 0,1762 g Glykokoll in 50, 75 und goproz. Alkohol 10,10, ii,oi und 11,77 statt 
ber. 11,74 ccni o,2n-KOH, entspr. 88, 94 und 100% der Theorie, 

^«1331 g Alanin in 50, 75 und goproz. Alkohol 5,84, 7,03 und 7,49 statt her. 
7,47 ccm o,2n-KOH, entspr. 78, 94 und 100% der Theorie, 

c) 0,1386 g Phenylalanin in 50, 75 und goproz. Alkohol 4,0g, 4,21 und 4,21 statt 
ber. 4,20 ccm o,2n-KOH, entspr. 97, 100 und 100% der Theorie. 

. Der Versuch zeigt weiterhin, daß für den Umschlag des Thymolphthaleins auch 
bei den gewöhnlichen aliphatischen Aminosäuren schon eine Alkoholkonzentration 
von 90 % genügt zur Ausschaltung der Aminogruppen oder der Hydroxylionen, während 
für Phenolphthalein etwa 97% Alkohol erforderlich sind; jener Indicator verdient 
daher, wenigstens für die Bestimmung des Gesamtaciditätszuwachses, wegen der Er- 
sparnis an Lösungsmittel den Vorzug. 

5 Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 [1921] (Abh. ii). 

q R. WmiiSTÄTTER und E. Waxuschmidx-Leitz, Oiem. Ber. Bd. 54, S. 2988, und zwar 
S. 2991 [1921]. 
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[196] Bei dieser im folgenden angewandten Bestimmungsweise wird gleichzeitig 
durch die Zugabe des Alkohols zu tryptischen Verdauimgsgemischen die Enzym- 
wirkung unterbrochen, wie aus nachstehendem Versuch hervorgeht: 

Ein Spaltungsansatz, bestehend aus 0,125 g der Pankreasprobe III, 10 ccm 3proz. Gelatine- 
lösmig sowie 2,00 ccm n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von pji 8,7. wurde nach 60 Minuten 
langer Einwirkung bei 30° mit 108 ccm absol. Alkohol vermischt und a) sogleich, b) nach 
30 Minuten titriert ; der Zuwachs an Acidität entsprach a) 1,42 und 1,43, b) 1,39 ccm 0,2 n-KOH. 

2. Abhängigkeit der Trypsinwirkung von der Wasserstoffzahl und 

von Zusätzen. 

Der Einfluß der Wasserstof fionenkonzentration auf die Trypsinwirkung ist schon 
des öfteren untersucht worden, die Ergebnisse differieren je nach der gewählten Be- 
stimmungsweise mehr oder weniger stark. E- MiCHAEbiS und H. Davidsohn ^ bestimm- 
ten die Spaltung von Pepton mittels der Formolmethode und fanden hierbei einen 
breiten optimalen Bereich zwischen 7,0 und 9,0, während das eigentliche Optimum 
bei p^ 7,7 bis 8,0 lag; die Grenze der Enzymwirkung beobachteten sie bei 4,0 bzw. 

11.0. Auch K. Meyer ^ gibt das Reaktionsoptimum für die Caseinspaltung durch pan- 

kreatisches Trypsin zu p^^ 7,6 bis 8,3 an. Ganz abweichend von diesen Befunden sind 
die Ergebnisse von S. Paxitzsch und L. E. Waebüm^ die die Verflüssigung von Gela- 
tine als Maß der Enzymwirkung wählten; danach ändert sich die optimale Reaktion 
'mit der Versuchstemperatur, sie wurde bei 30° zu 37 ° Pn 9 >^ 

55° zu 8,0 gefunden, jedenfalls infolge ungleich rascher Enzymzerstörung; immerhin 
erscheint das Optimum gegenüber den Angaben von Michaelis und Davidsohn, bei 
der nämlichen Temperatur (37,3 ®) gemessen, beträchtlich nach dem Gebiete stärkerer 
Alkalität verschoben, so daß sich die Autoren veranlaßt sehen, die Existenz eines be- 
sonderen [197] Enzymes für die Gelatineverflüssigung zu erörtetn. Nach W, E. Ringer*) 
läßt sich weder für die Auflösung von Fibrin noch für die Hydrolyse von gelöstem 
Serumeiweiß ein bestimmtes Reaktionsoptimum definieren, je stärker die Alkalität, 
desto größer wird die Enzymwirkung gefunden; Kontrollbestimmungen der Puffer- 
wirkung allein sind nicht ausgeführt worden. Eine eigenartige Anschauung vertritt 
J. H. Northrop^), der die optimale Reaktion in Abhängigkeit setzt von der Natur des 
jeweiligen Substrats; nach Northrop ist die Geschwindigkeit der Proteolyse bedingt 
durch den Dissoziationsgrad des Proteinsalzes: „The rate of digestion is a niinimum at 
the isoelectric point of the protein and a maximum at that p^ at which the protein 
is completely combined with acid or alkali to form a salt" 3). So findet er das Spaltungs- 
optimum für Gelatine bei p^ 7,4 bis 8,0, für Casein bei p-^ 8,6, für Edestin bei p^ 8,6 bis 

10.0, für Hämoglobin bei 8,4 bis 9,2 und endlich für Globin bei p^= > 10,4, aller- 

* Biocliem. Zs. Bd. 36, S. 280 [1911]. 

* Biocliem. Zs. Bd. 32, S. 275, imd zwar S. 276 [1911]. 

5 Biochem. Zs. Bd. 47, S. i [1912]. 

Diese Bd. 116, S. 107 [1921] und Bd. 124, S. 17 1, und zwar S. 187 [1922/23]. 

*) Journal of General Physiology Bd. 5, S. 263 [1922]. 

3 ) A. a. 0 . Bd. 5, und zwar S. 274. 
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dings nach jeweils verschiedenen und miteinander nicht vergleichbaren Bestimmungs- 
weisen. 

Es schien im Hinblick auf die vorangehend mitgeteilten, teilweise beträchtlich 
differierenden Angaben der Literatur nicht überflüssig, die Frage der Abhängigkeit 
der Trypsinwirkung mit einer zuverlässigen Bestimniungsmethode erneut zu prüfen. 
Gemessen wurde die Wirkung von 0,125 g getrockneter Pankreasdrüse (der Probe IV), 
die durch ^/2stündige Einwirkung von 0,10 ccm eines wäßrigen Darmwandauszuges 
ausreichend aktiviert waren, auf 10,0 ccm einer 3proz. Losung von Gelatine in 60 Minu- 
ten bei 30°. Die gewünschte Acidität stellte man, um den Einfluß w’echsehider Puffer- 
ionen auszuschalten, mittels eines von J. H. Northrop ^ empfohlenen Gemisches aus 
Phosphat-, Borat- und Citratpuffer ein und bestimmte sie in jedem Spaltungs- 
ansatz [198] unmittelbar zu Beginn der Bestimmung mit Hilfe der von S. P. L. Sören- 
SEN^) eingeführten Indicatorenmethode ; zu jedem Versuche wurde außerdem eine Loer- 
analyse ausgeführt zur Bestimmung der lediglich auf Pufferwirkung entfallenden 
Hydrolyse. Die Versuchsergebnisse finden sich in nachstehender Tabelle zusamnien- 
gestellt. 

Tabelle i. 

/)H-Abhängigkeit der Trypsinwirkung. 

(Angaben in ccm 0,2 n-KOH.) 


Pb \ 

Gesiimthydrolyse | 

Pufferwiikuug 

Kii zy in wi r k u n g 

5,5 ! 

0,40 

i 0,15 

0.25 

6,0 

, 0,93 ' 

1 0,15 

0,78 

6.5 

M 5 

0 

i M 5 

6.8 

1,21 

■ 0 

1,21 

7,2 

1,27 

i ^ 

1,27 

7,7 

1,38 

i 

1,38 

8,2 

1,49 

i 0,06 

1,43 

8,7 

1 1.55 

i 0,1 I 

1.44 

9.1 

! 1,85 

i 0,50 

1,35 

9.4 


! 0,91 

1.28 

9.7 

I 2,38 

1,18 

' 1,20 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, Hegt das Optimum der Enzymwirkung bei 8,2 
bis 8,7, während ein breiterer optimaler Bereich von etwa p^~y,y bis sich er- 

streckt; dies Ergebnis deckt sich im wesentlichen mit den Befunden von L- Michaelis 
und H. Davidsohn*) sowie von K. Meyer 5). Aus der Tabelle geht ferner hervor, daß 
vor allem im alkalischen Gebiet von p^^ etwa — 9,0 an bereits eine beträchtliche Hydro- 
lyse durch den Puffer allein bewirkt wird, die mit zunehmender Alkalität weiter steigt; 
diese Tatsache trägt zum Verständnis der abweichenden Versuchseigebnisse von 
[199] W. E. Ringern] bei: ohne Kontrollanalysen würde man mit steigendem p^^ stets 
steigende Enzymwirkung finden, 

A. a. 0 . Bd. 5, und zwar S. 265. 

*) Ergebnisse der Physiologie Bd. 12, S. 393, und zwar S. 423 [1912]. 

*) Biochem. Zs. Bd. 36, S. 280 [1911]. 

3 ) Biochem. Zs. Bd. 32, S. 275, und zwar S. 276 [1911]. 

*] Diese Zs. Bd. 116, S. 107 [1921] und Bd. 124, S. 171, und zwar S. 187 [1922/23]. 
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Die aktivierende Wirkung der Kalksalze auf Pankreassaft kennt man seit den Ver- 
öffentlichungen von C. D^lEzenne^, und sie ist daraufhin von vielen Forschern unter- 
sucht worden. D^lezenne fand, daß die Calcium- und andere Erdalkalisalze in ge- 
ringer Menge zur Aktivierung von tryptisch unwirksamem Drüsensekret befähigt sind. 
Seine Angaben wurden von E. Zunz^ bestätigt; er beobachtete außerdem, daß die Akti- 
vierung erst nach einer bestimmten Zeit, einer „Eatenzzeit“, eintrat und daß dann, 
nach erfolgter Aktivierung, die Ausfällung des Calciums mit Oxalat ohne Einfluß blieb; 
ZuNZ liielt infolgedessen die Calciumwirkung für einen katalytischen Prozeß und ver- 
glich sie mit der der Enterokinase. Auch A. Frouin und A. Compton^ fanden bei 
dialysiertem inaktivem Pankreassaft Kalksalze wirksam, allerdings nur nach einer 
gewissen mittleren Dauer der Dialyse; ebenso berichten K. Meyer^ sowie J. Wohe- 
GEMUTH^ über schwankende Ergebnisse bei der Wirkung auf inaktives Sekret. Eine 
bemerkenswerte Erklärung für die Wirkung der Erdalkalisalze geben J. Meelanby 
und V. J. WooeeeyE sie besteht danach lediglich in einer Herabsetzung der Saft- 
alkalität durch Bildung von unlöslichem kohlensaurem Salz: „Pankreassaft enthält 
immer Enterokinase; ist sie in geringer Menge vorhanden, so muß das aktivierungs- 
hindernde Alkali entfernt werden; ist sie in größerer Menge vorhanden, so erfolgt die 
Aktivierung von selbst in einigen Tagen. Die Zugabe von Ca beschleunigt [200] nur 
die Trypsinbildung, sie ist nicht selbst dafür verantwortlich.“ In der Tat ist es auf- 
fallend, daß man nie über eine aktivierende Wirkung der Kalksalze auf neutrale oder 
schwach saure Drüsenauszüge berichtet hat; W. E. Ringern) fand sie ohne Einfluß 
bei Enzympräparaten aus wäßrigem Extrakt. 

In der vorliegenden Untersuchung konnte eine aktivierende Wirkung von Calcium- 
chlorid auf frisches, tryptisch unwirksames Drüsenmaterial nicht beobachtet werden; 
hingegen war die Wirksamkeit des mittels Enterokinase aktivierten Enzyms sowohl 
bei alkalischer als auch bei saurer Reaktion nach Zusatz von Kalksalz deutlich herab- 
gesetzt. Dasselbe gilt, allerdings nur im sauren Gebiet, in noch stärkerem Maße von 
gallensaurem Salz, für das einige Autoren^) einen fördernden Einfluß angeben, während 
W. E. Ringer 3 ) es ohne Wirkung fand. 

Versuch i. 0,062 g eines frisch getrockneten Drüsenpulvers wirkten bei ^.7 (1,00 ccm 
n- Ammoniak- Ammonchloridpuff er) 60 Minuten bei 30° ein auf 5,0 ccm 3proz. Gelatine nach 
Vastündigem Ansteigen mit a) 2 ccm Wasser, b) 2 ccm Wasser + 40 mg Ca CU, c) 2 ccm Wasser -|- 
0,02 ccm Känaseauszug ; die gemessene Aciditätszunahme betrug a) 0,04, b) 0,06, c) 0,91 ccm 
0,2 n-KOH. 


^ C R. Bd. 141, S. 781 u. 914 [1905] und Bd. 144, S. 388 u. 506 [1907], 

5 Bull, de la Soc. Roy. des Sciences med. et nat. de Bruxelles Bd. 64, S. 28 u. 98 [1906]; 

Annales de la Soc. Roy. des Sciences med. et nat. de Bruxelles Bd. 16, S. 63 [1907]. 

^ C. R. Bd. 153, S. 1032 [1911]. ^ Biochem. Zs. Bd. 23, S. 68 [1909/10]. 

6 Biochem. Zs. Bd. 39. S. 302 [1912]. ^ J. of Phjrsiol. Bd. 46, S. 159 [i9?3]. 

*) Diese Zs. Bd. 124, S. 171, und zwar S. 190 [1922/23]. 

N. ZuNTz und Ussow, Arch. (Anat. u.) Physiol, (Verhandl. der Physiol. Gesellschaft zu 
Berlin), S. 380 [1900]; J. WohtgemuXh, Biochem. Zs. Bd, 2, S. 264 [1906/07]; J. T. GroeE, 
Nederl. Tijdschr. Geneeskunde Bd. 64, I, S. 1157 [1920], Chem. Zbl. Bd. 3, S. 935 [1920]. 

3 ) Diese Zs. Bd. 124, S. 171, und zwar S. 191 [1922/23]. 
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Versuch 2, 0,125 g der Pankreasprobe IV wurden 30 Minuten lang mit 0,10 ccni Kinase- 
lösung sowie a) 1,0 ccm Wasser, b) 1,0 cau Wasser 1- 40 mg CaCl: bei 30“^ angeteigt; sie ergaben 
nach 60 Minuten langer Einwirkung auf 5,0 ccm 3proz. Gelatine bei pn 7 und 30“^ Aciditäts- 
zunahme entspr. a) 1,26, b) 0,90 ccm 0,2 n-KOH. 

Vensuch 3. r, 00 ccm eines Glycerinauszugs aus Probe IV beließ man 30 Minuten bei 30° 
a) mit 1,0 ccm Kinaseauszug + 1,0 ccm Wasser, b) mit 1,0 ccm Kinaseauszug 4- 1,0 ccm Calcium- 
chloridlÖsung (enth. 20 mg'CaCU) und bestimmte dann die Aciditätszimahme nach ViStündiger 
Einwirkung auf 5,0 ccm 3proz. Gelatine bei 8,7 und 30^; sie betrug a) 071, b) 0,55 und 
0,56 ccm 0,2 n-KOH. 

[201] Versuch 4. 0,125 g der Pankreasprobe IV wurden 60 Minuten lang bei 30° und pn 5.5 
(eingestellt durch 2,00 ccm n-Acetatpuffer) der Einwirkiing. auf 5,0 ccm 3proz. Gelatine über- 
lassen unter Zusatz von a) 2,0 ccm Wasser, b) 2,0 ccm Wasser 4 40 mg CaCU und c) 2,0 ccm 
Wasser + 40 mg Na glycocholicum ; der Aciditäts Zuwachs entsprach a) 0,3 5 , b) o, 1 4 und c) 0,05 ccm 
0,2 n-KOH. 

Versuch 5. 0,125 g der Probe IV, die durch V^stündiges Aut eigen mit 0,20 ccm Kinase- 
auszug ausreichend aktiviert waren, bewirkten in 60 Minuten langer liinwirkuug auf 10,0 ccm 
3proz. Gelatine bei pa 87 imd 30° nach Zugabe von a) i ,occm Wasser, b) 1,0 cau Wasser 20 mg, 
c) 1,0 ccm Wasser 4- 40 mg Gallensalz eine Aciditäts Zunahme von a) 1,5 5 , b) 1,58, c) 1,59 ccm 
0,2 n-KOH. 

Die Zugabe von Kalksalz zu tryptischeii Proteolysen, die in einer vorläufigen 
Bestimmungsweise von R. Willstätter und K, Waedschmtdt-Deitzi auf Grund der 
Angaben der Eiter atur^ zum Zwecke ausgleichender Aktivierung für nötig erachtet 
wurde, erscheint nach den angeführten Versuchsergebnissen nicht mehr angebracht. 

3. Ausführung der Bestimmung. 

Im folgenden wird kurz das Verfahren beschrieben, nach welchem im allgemeinen 
in der vorliegenden Abhandlung die Bestimmung der Trypsinwirkung ausgeführt 
wurde und das sich als brauchbar und zuverlässig erwies. Eingehendere Unter- 
suchungen über den Reaktionsverlauf der Enzym Wirkung und über die Beziehungen 
zwischen Enzymmenge und Umsatz sollen an dieser Stelle nicht mitgeteilt werden, 
da es, zweckmäßiger und einfacher schien, zur Messung der Enterokinase stets ihre 
Einwirkung auf die nämliche oder auf eine sehr ähnliche Trypsinmenge zu vergleichen 
und die Bestimmungsdauer konstant zu wählen. 

Das zu bestimmende Trypsinpräparat (gewöhnlich 0,062 g, im allgemeinen zwi- 
schen 0,01 und 0,25 g getrocknete Drüse bzw. die daraus hervorgegangene Menge 
eines reineren Präparates) wird in ein kleines zylindrisches Standfläschchen mit 

[202] eingeschliffenem Stopfen eingewogen; nach der etwa erforderlichen Vorbehand- 
lung (z. B. Kinaseeinwirkung) werden dann im Thermostaten von 30'' i,ooccmn- 
Ammoniak- Ammonchlorid'Puffer von pj^ = 8,9 bei 30 ° (bestehend aus 0,67 ccm 
n-NH4Cl + 0,33 ccm n-NHj) sowie 5,0 ccm einer 3proz., auf 30 angewärmten Gelatine- 
(bzw. Pepton-, Albumin-)lösung zugefügt; nach gutem Durchschütteln beläßt man 
das Gemisch im Thermostaten. 

Die Wasserstoff zahl einer Gelatine-Puff er-Mischung dieser Zusammensetzung bei 
30 wurde mittels der Indicatorenmethode zu = ^>7 bestimmt. Die angewandte 
Gelatine war gewöhnliche ,, Gold-Gelatine'' des Handels; die Bereitungsweise der 

^ Diese Zs. Bd, 125, S, 132, und zwar S. 159 [1922/23]. 

* Vgl. hierzu J. Wohi^GEMUXH, Grundriß der Fermentmethoden, Berlin 1913, S. 192, 
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I^ösungen (Anquellen in der Kälte und gelindes Erwärmen oder bis zu i Stunde langes 
Kochen), erwies sich in vergleichenden Versuchen als belanglos hinsichtlich ihrer Spalt- 
barkeit sowohl vvde ihrer eigenen Acidität, Kontrollversuche erbrachten ferner den 
Nachweis, daß durch den angewandten Puffer während i Stunde weder die Gelatine 
angespalten war noch die Enzymwirkung von Drüse oder IGlyceiinamszug in ineß> 
barer Weise beeinträchtigt wurde. 

Nach Ablauf der Bestimmungszeit (gewöhnlich 6o Minuten) wird der Inhalt des 
Fläschchens mit dem g fachen' Volumen absoluten Alkohols in einen Erlenmeyer- 
kolben übergespült und nach Zusatz von 0,5 ccm o,5proz. alkoholischer Thymol- 
phthaleinlösung auf je 100 ccm Flüssigkeit mit goproz. alkoholischer o,2n-Eauge unter 
kräftigem Umschwenken titriert. Der Endpunkt der Titration ist durch den ersten 
etwas graublauen Farbton gegeben und gut erkennbar; nach Zusatz von 3 weiteren 
Tropfen (etwa 0,05 ccm) der Normallösung wird dann die Farbe deutlich blau. Nach 
einigen Minuten langem Stehen pflegt die Indicatorfarbe infolge einer weiteren Hydro- 
lyse der Proteinsubstanz durch den Eaugeüberschuß wieder zu verschwinden. 

Zu jeder Analyse ist eine Ucerbestimmung auszuführen, deren Ansatz genau 
analog dem der Hauptbestimmung erfolgt und die unmittelbar zu Beginn der eigent- 
lichen Bestifnmungszeit, also nach der Zugabe des Substrats, aufgearbeitet wird; 
die der Enzymwirkung entsprechende Aciditätszunahme ergibt [203] sich dann aus 
der Differenz der beiden Titrationen. Dient Gelatine als Substrat, so empfiehlt es sich, 
dem Analysengemisch vor dem Verdünnen mit Alkohol etwas Chlorcalcimnlösung, 
z, B. 0,50 ccm mit 20 mg CaCL, zuzusetzen; man vermeidet so, daß unangegriffene 
Gelatine sich bei der Ausflockung durch den Alkohol zu größeren klumpigen Aggregaten 
züsamnienballt und dadurch der Titration entgeht; offenbar bildet sich eine Addi- 
tionsverbindung der Gelatine mit dem Erdalkalisalz ^ unter Änderung der Löslichkeit 
oder des Dispersitätsgrades. Ist die Gelatine auch nur wenig anhydrolysiert, so tritt 
Klumpenbildung in alkoholischer Suspension nicht mehr ein; überhaupt erlaubt die 
Menge und die Beschaffenheit der auf Alkoholzusatz entstehenden Fällung dem geübten 
Beobachter schon eine Schätzung der erfolgten Hydrolyse. 

Der möghche Fehler einer Titration ist auf ±0,04 ccm ""/^-Lauge zu schätzen, 
entsprechend ungefähr ±2 Tropfen der alkoholischen Lösung. Innerhalb dieser Fehler- 
grenzen ist die Übereinstimmung der Analysen befriedigend; ein Beispiel hierfür, 
das nicht zu den besten zählt, sei hier angeführt, da es zugleich die relative Geschwindig- 
keit der Hydrolyse von drei verschiedenen Substraten — Albumin, Gelatine und 
Pepton — durch Trypsin veranschaulicht. 

0,062 g der Pankreasprobe IV, durch ^2 ständige Einwirkung von 0,10 ccm Kinase- 
lösung -(-1,0 ccm Wasser aktiviert, Heß man nach Zugabe von 1,00 ccm n- Ammoniak- 
puffer von während x Stunde bei 30° einwirken auf a) und b) 5,0 ccm 3proz. 

' Vgl. T. B. Robertson, ,,Uber die Verbindungen der Proteine mit anorganischen Sub- 
stanzen**. Ergebnisse der Physiol. Bd. 10, S. 216 [1910]; ferner P. PFEIFFER und J. v. Modeeski. 
Diese Zs. Bd. 81, S. 329 [1912] und Bd. 85, S. i [1913]; P. PFEIFFER und F. Wittka, Chem. Ber. 
Bd. 48, 8.1289 [1915]; P. Pfeiffer, ebenda Bd. 48, S. 1938 [1915]. 
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Gelatinelösung, c) 5/üccni einer 3 proz. Lösung von Eieralbuniin (Kahlbaum), 

d) und e) 5,0 ccm einer 3proz. Lösung von „Pepton ex albumiiie (Merck)“; der ge- 
messene Zuwachs an Acidität entsprach dann a) 1,21, b) 1,26, c) 0,17, d) 1,54 und 

e) 1,51 ccm o,2n-KOIL 

[204] iE Über die Einwirkung der Enterokinase auf Trypsin. 

I. Kinaselösungen aus der Darmschleimhaut. 

Die Verfahren der Literatur ^ zur Bereitung von ■Kinaselösungen aus der Darm- 
wand beschränken sich auf die Extraktion der frisch abgeschabten rohen Schleim- 
haut des Dünndarms mit wäßrigen oder glycerinhaltigen Reagenzien. Es schien 
für die Zwecke der vorliegenden Untersuchung geeigneter, die kinasehaltige vSubstanz 
zuvor in eine wirksame und haltbare Trockenform überXuführen und so größere 
Mengen einheitlichen Ausgangsmaterials zu gewinnen. Das angewandte Verfahren 
lehnt sich eng an das von R. Wieestättkr und E. Waedschmidt-Leitz* für die 
Trocknung der Pankreasdrüse mittels Aceton beschriebene an. 

Aus 685 m Schweinedarm vom obersten Abschnitt des Dünndarms ebenso vieler 
Tiere schabte man die innerste weiche Schleimhaut mit dem Messer so vorsichtig 
ab, daß sie möglichst frei von Bindegewebe und Muskelfasern war, und erhielt so 
insgesamt 7,16 kg; diese wurden darauf in 5 Idaschen mit im ganzen 21 1 Aceton 
gut durchgeschüttelt und nach zweistündigem vStehen filtriert; der Filterrückstand 
wurde dann weiter durch Anschütteln in den Flaschen und Filtrieren wie zuvor mit 
21 1 Aceton, darauf 10,5 1 Aceton -|- 10,5 1 Äther und zuletzt zweimal mit je 21 1 Äther 
gewaschen und auf Filtrierpapier an der Luft getrocknet. Man erhielt so 1,05 kg 
eines feinen, farblosen Pulvers, das sich nach dem Mahlen in einer Schlagmühle mittels 
eines engmaschigen Siebes noch von geringen Mengen beigemischter Fasersubstanz 
befreien ließ ; die Ausbeute bestand in 950 g staubfeinen Materials. 

0,7 mg dieses Pulvers erteilten 0,062 g der Drüsenprobe XIV tryptisehe Wirkung entsprechend 
einer Aciditätszunahme von 0,76 ccni 0,2 n-KOH und einem Gehalt der Analysenprobe von 
0,75 k. e. (Über die Ausführung der Kinasebestimmung vgl. Kap. IV, Abschnitt i). 

0,036 g des Pulvers wurden zur Bestimmung auf RrepvSin mit 5,0 ccm 3proz. Losung von 
,, Pepton ex albumine (Merck)" und 1,00 ccm [205] n-^Vmmoniakpuf£er [pa = 8,7) während 
1 Stunde der Spaltung bei 30® überlassen; die Aciditätszunahme betrug dann 0,21 ccm 0,2 ii*KOH. 

Bei einem beträchtlichen Gehalt an Enterokinase wird die peptolytische Wirkung 
des Darmpulvers nur unerheblich gefunden. 

Es zeigte sich nun in vergleichenden Extraktionsversuchen mit verdünnter 
Säure, verdünntem Alkali und mit Glycerin, daß die Kinase sich der Trockensubstanz 
in befriedigender Ausbeute nur mit alkalischen Mitteln entziehen läßt, während 
sie bei den übrigen Verfahren größtenteils darin zurückblcibt; hingegen findet sich 
die ereptische Wirkung in gleichem Ausmaße im sauren und alkalischen wie im Gly- 
cerinauszug. 

* Vgl. z. B. H. M. Vernon, Jl. of Physiol Bd. 28, S. 375 [1902] ; ferner W. M. Bayi,iss und 
E. H. SXraeing, ebenda Bd. 30, S. 61 [1903]. 

’ Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar S. 148 [1922/23]. 
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Versuch i. 4,0 g des Darmpulvers wurden a) mit 225 ccm n/sj -Essigsäure, b) mit 225 ccm 
n/j5-Anunoniak und c) mit 225 ccm Syproz. Glycerin angeschüttelt und 40 Stunden bei 30° 
belassen. 

0,02 ccm des filtrierten Auszuges erteilten 0,062 g der Drüsenprobe XIV tryptische Wir- 
kung entsprechend einer Aciditätszunahme von a) 0,24, b) 0,51 und c) 0,20 ccm 0,2 n-KOH 
und einem Gelialt von a) 0,05, b) 0,32 und c) 0,03 k. e. Daraus berechnet sich eine Kinaseaus- 
beute im Auszug von a) 14, b) 84, c) 8%. 

2,00 ccm des Auszugs (entspr. 0,036 g Pulver) gaben mit 5,0 ccm 3proz. Pepton bei 8,7 
(1,00 ccm n-Aiimioniakpuffer) und 30® in i Stunde Aciditätszunahme entspr. a) 0,20, b) 0,26 
und c) 0,22 ccin 0,2 n-KOH. 

Die Ergebnisse dieses Versuches führen zu einem einfachen Verfahren der Tren- 
nung von Kinase und Erepsin; aus dem Rückstände sowohl der sauren wie der Gly~ 
cerinextraktion läßt sich nämlich durch Behandlung mit verdünntem Ammoniak 
die Kinase frei von ereptischer Wirkung gewinnen, im ersteren Falle in mäßiger, im 
letzteren in guter Ausbeute. 

Versuch 2. Den gesammelten Extraktionsrückstand des Versuches i,a beließ man nach nocli- 
mahger Waschung mittels 50 ccm n/25-Essigsäure mit 225 ccm n/25-Ammoniak während 24 Stun- 
den bei 30°. 

0,02 ccm vom filtrierten Auszug erteilten 0,062 g der Drüsenprobe XIV tryptisclie Wir- 
kung entspr. einer Aciditätszunahme von 0,34 ccm 0,2 n-KOH oder o, 15 k. e. ; die Ausbeute an 
Kinase betrug also 46% von der im Rückstand verbliebenen Menge. 

Nach istündiger Einwirkung von 2,00 ccm des Auszugs auf 5,0 ccni 3proz. Pepton bei 30° 
und 8,7 {1,00 ccm n-Amihoniakpuffer) war keine meßbare Aciditätszunahmc eingetreten. 
[206] Versuch 3. Der Extraktionsrückstand von Versuch i,c wurde mit 50 ccm 2oproz. Glycerin 
naohgewaschen und darauf 20 Stunden mit 225 ccm n/jj- Ammoniak bei 30'' behandelt. 

0,02 ccm der filtrierten Eösung erteilten 0,062 g der Drüsenprobe XIV tryptische Wirkung 
entspr. einer Aciditätszunahme von 0,52 ccni 0,2 n-KOH. Der Gehalt der Analysenprobe war 
also 0,33 k. e, und die Ausbeute betrug 94 % der Kinasemenge des Rückstands. 

2,00 ccm des Auszugs gaben mit 5,0 ccm 3proz. Pepton in 60 Minuten bei 30° imd pu 8,7 
Aciditätszunahme entspr. 0,04 ccm 0,2 n-KOH. 

So bereiteten Kinaseauszug findet man, wie vor der Abtrennung des Erepsins, 
auch wirkungslos gegenüber Gelatine oder Eieralbumin: 

Versuch 4. 2,00 ccni des Auszugs von Versuch 3 bewirkten in i stündiger Einwirkimg bei 
30'^ und 8,7 auf a) 5,0 ccm jproz. Gelatine, b) 5,0 ccm einer 3proz. Eösung von Eieralbumin 
(KAHtBAUM) keinen meßbaren Aciditätszuwachs. 

2. Über den zeitlichen Verlauf der Trypsinaktivierung. 

Daß bei der Aktivierung des Trypsins durch den Darmsaft die Dauer der Ein- 
wirkung eine beachtenswerte Rolle spielte, wurde bereits in den ersten Arbeiten der 
PAWLOWschen Schule erkannt ^ und ist seitdem fast durch alle Untersuchungen, die 
dieser Frage gewidmet waren, bestätigt worden h Bei der grundlegenden Bedeutung, 
die dieser Frage für Verständnis und Beurteilung des Wesens der Kinasewirkung zu- 
kommt, war es erforderlich, ihre zeitliche Abhängigkeit mit Hilfe einer exakten Be- 
stimmungsmethode erneut zu untersuchen und ihre Grundlagen sicherzustellen. Die 
Untersuchung wurde so durchgeführt, daß man verschiedene Mengen wäßrig-ammo- 
niakalischen Kinaseauszugs ohne Pufferzusatz, also in annähernd neutralem Milieu, 

^ Vgl. dazu J. P. Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdrüsen, Wiesbaden 1900. 

* Siehe die betreffenden Eiteraturangaben in Abschnitt I des theoretischen Teils dieser 
Abhandlimg. 
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mit Wasser auf 2 ccm verdünnt wechselnde Zeiten auf die nämliche Menge getrock- 
neter Drüse bei 30 ° einwirken ließ ; dann führte man die Bestimmung der tryptischcn 
Wirkung aus, wie in Kapitel I, Abschnitt 3, beschrieben. Die Ergebnisse der [207] Ver- 
suche an drei versclüedenen Drüsenproben sind nachstehend zusammengestellt ; die 
Angaben der Tabellen entsprechen den Aciditätszunahnien in ccm o,2n-Iyauge. 


Tabelle 2 . 

Zeitlicher Verlauf der Aktivierung bei Paiikreasprobe IV. 
{0,125 g Drüse; Kiiiascauszug I.) 


^nwirkungS' 

zeit 

Min. 

0^00 

Angewandte Kiiiasemciige in ivni 
0,02 0,10 1 

I.OO 

0 

0,62 

074 

0,96 

1,25 

30 

0,63 

1,04 

i r. 2 i 

1,64 

60 

0,60 

t.05 1 

i r,20 ' 

1,65 

150 

0,65 

1,07 

1,06 

~ 

3 «) ! 

0,65 

0,94 1 

1 0,87 

— 


Tabelle 3. 

Zeitlicher Verlauf der Aktivierung bei Pankreasprobe VI. 
(0,125 g Drüse; Kinaseauszug II.) 


Einwirkiings- 

zelt 

Min. 

0,00 

Angewandte Kinascinenge 
0,1)2 j ü,o 6 

in com 

■ 

0,10 

o,:o 

0 

0,1 1 

0,26 

0,69 1 


1.27 

10 ' 

— 

0,45 

0,94 

1.03 

1 V 58 

30 

— 

0,56 

1,00 

1.36 

1,69 

6ü 


0,58 

1,01 

1,40 

1,65 

120 

0,08 

i 

! 1.03 

; 



• Tabelle 4. 

Zeitlicher Verlauf der Aktivierung bei Pankrea.sprobe VII. 
(0,062 g Drüse; Kinaseauszng III.) 


Einwirkungszeit 

Min. 

0,00 

Angewandte Kinasemenge in ccm 

1 0,03 

1,00 

0 

0,14 

■ 0,48 


0,94 

TO 

— 

; 0,66 


— 

20 

— 

; 077 


— 

30 

0,12 

■ 0,96; 0,96 


r,i6 

60 

— 

0.96 


— 


[208] Die Betrachtung der drei Tabellen läßt übereinstimmend eine für die zeitliche 
Abhängigkeit der Kinasewirkung charakteristische Tatsache erkennen: Jeder Kinase- 
menge entspricht eine bestimmte maximale Aktivierungsleistung und die Kinase er- 
reicht unabhängig von ihrer Menge die dieser entsprechende Höchstleistung stets 
nach einer kurzen Einwirkungsdauer von etwa 30 Minuten. Diese Befunde sind mit 
der Auffa'Ssung der Aktivierung als enz3’'matischem Prozeß unvereinbar, sie lassen 
sich nur mit der Annahme einer reinen Aktivatorwirkung erklären. Der Aktivierungs- 
vorgang setzt mit ziemlich großer Geschwindigkeit ein, um dann, bald langsamer wer- 
dend. seinem Ende zuzustreben; anscheinend wird die Aktivierung durch Zugabe 
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des Substrates unterbrochen oder doch stark gehemmt, da sonst die Unterschiede 
zwischen den Spaltungen z. B. nach 0 und 30 Minuten langer Einwirkung mit steigen- 
den Kinasemengen stärker abnehmen sollten. Bei sehr langer KJnaseeinwirkimg läßt 
die Enzymwirkung, wie aus Tab. 2 hervorgeht, eine deutliche Abnahme erkennen, 
vielleicht infolge geringerer Beständigkeit des aktivierten Enzyms; für die Messung 
der T,eistung einer bestimmten Kinasemenge genügt eine halbstündige Binwirkungszeit. 

3. Das Verhältnis von Kinase zu Trypsin bei maximaler Aktivierung. 

Schon J. Hamburger und K. Hekma^ haben das Bestehen stöchiometrischer 
Beziehungen zwischen Aktivator und Enzym angenommen; sie verwarfen die enzy- 
matische Erklärung der Aktivierung und schlugen vor, den Aktivator des Darm- 
saftes „Zymolysin” zu benennen. Auch A. DastrE und H. Stassano ® gelangten zu 
dem Ergebnis, daß für die optimale Aktivierung bestimmte Kinasemengen erforder- 
lich seien. Die referierende Literatur hat ihren Resultaten keine Beweiskraft zuer- 
kannt, zumal sie das Moment der zcithchen Abhängigkeit der Kinasewirkung unberück- 
sichtigt ließen. 

Die Erkenntnis von der Begrenztheit dieser Abhängigkeit machte eine erneute 
Untersuchung dieser Beziehungen [209] erforderüch. Es wurden steigende Mengen 
Kinase in ihrer Einwirkung auf wechselnde Enzymniengen unter den Bedingungen 
maximaler Ueistung (*/2stündiger Einwirkungsdauer bei 30° und neutraler Reaktion) 
verglichen und die zur Höchstaktivierung eben hinreichenden Aktivatormengen be- 
stimmt. Unter diesen Bedingungen besteht, wie die Betrachtung der nachstehenden 
Tabellen zeigt, bei einem untersuchten Verhältnis der Enzymmengen wie 1:4 Pro- 
portionalität zwischen den Mengen von Kinase und Trypsin. Die Versuche der 
Tab. 5 und 6 sind mit dem nämlichen Kinaseauszug und zwei nach der Darstellimgs- 
weise verschiedenen Drüsenproben angestellt; die Angaben entsprechen den Aciditäts- 
zunahnien bei der gebräuchlichen Bestimnmngsweise (s. Kap. I, Abschnitt 3) in 
ccm 0,2 n-Uauge. 

Tabelle 5. 

Höchstaktivierung bei Pankreasprobe IV. 

(Kinase mit Wasser auf 2,0 ccm verdünnt. 


Kinaselösung 

ccm 

1 Drüse (g) 

0,06z 

0,125 

1 0,250 

0,00 j 

0,42 

0,86 

1,78 

0,01 j 

0,91 

i,ir 

1,92 

0,02 

1,05 

1,32 

2,16 

0,03 

— 

1,46 

— 

0,04 

1,02 

1,55 

2,38 


1 

1,56 

— 

0,06 

! 

— 

2,49 

0,08 

! 

— 

2,64 

0,10 


■ U 55 

2.63 

0,20 


1,54 

2,66 


^ Journal de Physiol. et Pathok gen. Bd. 4, S. 805 [1902]. 
^ Archives internat. de Physiologie Bd^ i, S. 86 [1904]. 
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Die alten Angaben von Hamburger und Hekma über stöchiometrische Be- 
ziehungen zwischen Kinase und Trypsin bestätigen sich also; sie gelten indessen 
nur für ein und dasselbe Drüsenmaterial. Wie ein Vergleich der beiden Tabellen 
lehrt, können der Gang der Aktivierung wie die zur Höchstaktivierung der nämlichen 
Enzymmenge erforderlichen Mengen Aktivator je nach der Darstellung der Enzym- 
probe beträchtlich [210] differieren. Auf diese Erscheinung, die auf einen wechselnden 
Gehalt der Drüsensubstanz au aktivierungsheminenden Stoffen zurückzuführen ist, 
soll im folgenden Abschnitt dieses Kapitels ausführlicher eingegangen werden; sie 
läßt sich, wie aus den im III. Kapitel dieser Abhandlung mitgeteilten Versuchsergeb- 
nissen hervorgeht, an frischem Drüsenmaterial experimentell reproduzieren. 


Tabelle 6. 

Höchstaktivierung bei Pankreasprobe V. 
(Kinase mit Wasser auf 2,0 ccm verdünnt.) 


Kinaselösung 

ccm 

0,062 

Drüse (g) 

0,125 

0,250 

0,00 

0,06 

0,10 

0,16 

0,02 

0,39 



0)03 

0,56 


— 

0,04 

0,83 

0,63 

— 

0,05 

1,07 

0,94 

— 

0,06 

1,18 

1)13 

1,19 

0,07 

1)25 

— ' 

1 

0,08 

1.31 

1)51 

— 

0 ,IÜ 

1.30 

— 

1 — 

0,12 

1.30 

1,74 

i ^,08 

0,14 


1,84 


0,16 


1,98 

2,66 

0,18 


1,96 


0,28 



3)00 

0,32 



3.10 

0,36 



3.09 


Ein weiteres Beispiel mit einer Drüsenprobe von verhältnismäßig geringem 
Gehalt an Hemmungsstoffen sei hier angeführt, da bei ihm die zur Höchstaktivierung 

Tabelle 7. 

Höchstaktivierung bei Pankreasprobe VIIL 
(0,062 g; Kinaselösung der Tabelle 5 und 6, mit Wasser auf 2,0 ccm verdünnt; Vistundige 

Einwirkung bei 30“.) 

Kinaselösung Aciditatszxinahmc 

ccm ccmOjan-KOlI 


0,00 

0 

0,010 

0,61 

0,020 

0,90; 0,91 

0,022 

0,93 

0,024 

1)05 

0,026 

1,10 

0.030 

! 1.09 

0,040 

1,10 

0,050 

1 1,08 
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erforderliche Kinasemenge genauer ermittelt wurde. Sie betrug 0,026 ccm vom 
Kinaseauszug entsprechend etwa 0,4 mg des trockenen Darmpulvers für eine Drüsen- 
menge von 62 mg; die Gewichtsmengen der beiden Rohpräparate standen also im 
Verhältnis von 1:150, ein Hinweis vielleicht auf den hohen Kinasegehalt des einen 
oder die Enzymarmut des andern Materials. 

[21 1] Auch die peptonspaltende Wirkung der Pankreasdrüse wird, wie es schon 
G. SCHAEFFER und E. F. Terroine* sowie J. Wohegemuth® für ihr Sekret angegeben 

TabeUe 8. 

Höchstaktivierung für Gelatine- und Peptonspaltung. 

(0,062 g Drüse ; Kinase mit WaSvSer auf 2,0 ccm verdünnt ; 30 30 Minuten Einwirkimg ; 

Angaben in ccm o,2n-KOH.) 


Kinase] ösung 

ccm 

Wirkung auf 

Gelatine 

rcpton 

0,00 

0,09 

0,51 

0,01 

0,46 

— 

0,02 

0,58 

1,16 

0,03 

0,71 

1,32 

0,04 

0,81 

1,40 

0.05 

0,97 

1,48^ 

0,06 

1,04 

1 E 49 

0,07 

1,12 

1 E 49 

0,10 

1,14 

1 E 50 


haben, durch [212] Enterokinase verstärkt. In vergleichenden Versuchsreihen mit 
Gelatine und Pepton wurden die in beiden Fällen zur Erzielung maximaler Aktivierung 
erforderhchen Kinasemengen für ein und dieselbe Pankreasprobe (Nr. IX) bestimmt: 
sie erwiesen sich als nicht identisch. Als Substrat dienten je 5,0 ccm einer 3proz. 
lyösung von Gelatine bzw. „Pepton ex albumine (Merck) die Bestimmung wurde 
in I Stunde bei 30* und 8,7 (1,00 ccm n- Ammoniakpuffer) ausgeführt. 

Die jeweils zur Höchstleistung nötigen Kinasemengen entsprechen 0,07 und 
0,05 ccm der angewandten Eösung (vgl. Tab. 8). Der Versuch bestätigt zugleich 
bei der Drüse den Befund der oben angeführten Autoren, daß das gegenüber Gelatine 
inaktive Enzym beträchthche peptolytische Wirksamkeit besitzt. Dieses Ergebnis 
nötigt indessen nicht zu der Annahme eines besonderen ereptischen Enzyms in der 
Pankreasdrüse ; die von G. Schaeffer und E. F. Terroine^) vertretene Auffassung, 
daß die Notwendigkeit der Aktivierung durch Kinase durch die Konstitution des 
jeweiligen Substrates bedingt ist, dürfte dahin zu vertiefen sein, daß es sich in allen 
Fällen um die Wirkung ein und desselben Enzyms handelt, welches den Aktivator 
nur in gewissen Fällen benötigt, während diese Forscher von der Existenz zweier 
verschiedener Fermente ausgehen. Im vorliegenden Fall wirkt dann die Kinase nur 

* Journ. de Physiol. et Patbol. gen. Bd. 12, S. 884 und S. 905 [1910] ; vgl. auch H. M. VERNON, 
J. of Physiol. Bd. 30, S. 330 [1904]. 

® Biochem. Zs. Bd. 39, S. 302 [1912]. 

3 In 2 Stunden Spaltung entspr. 1,93 ccm 0,2 n-KOH, 

*) Journ. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12, S. 905 [1910]. 
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auf eine Teilreaktion der Peptonspaltung aktivierend, während andere Reaktions- 
stufen, wie nach Schaeffer und Terroine die Spaltung einfacher Peptide, un- 
beeinflußt bleiben. 


4. Hemmungserscheinungen. 
a] Einfluß von Alkoholen. 

HemmungskÖrper der Kinasewirkung sind von mehreren Forschern beobachtet 
worden, sie sollen nach C. Delezenne^ und nach W. M’. Bayliss und E. H. Stareing^ 
vornehmlich im tierischen Serum enthalten sein; man hat sie unter dem Namen 
„Antikinasen' ' zusammengefaßt, ohne über ihre Natur etwas [213] Näheres aus- 
zusagen. E. Hekma») hat auch auf eine hemmende Wirkung von Glycerin für die 
,, spontane" Aktivierung von Fankreasextrakten aufmerksam gemacht. In der Tat 
■ findet man einen stark hemmenden Einfluß dieses Alkohols, und noch ausgeprägter 
von Äthylengtykol, auf die Aktivierungsleistung der Enterokinase, während z. B. 
Mannit oder einfacher Äthylalkohol ohne Wirkung bleibt. Dabei ist zu beachten, 
daß sich diese Erscheinung nur dann bemerken läßt, wenn der Alkohol zeitlich vor 
der Enterokinase oder aber gemischt mit dieser zur Einwirkung gelangt; es handelt 
sich also um eine ausgesprochene Beeinträchtigung der Kinasewirkung selbst, während 
die Gegenwart des Alkohols nach erfolgter Aktivierung, also für die Wirkung des 
Trypsins, ohne Einfluß gefunden wird. Mit steigender Konzentration z. B. an Glycerin 
nimmt die Hemmung zu. 

Versuch i . 0,062 g der Pankreasprobe X bewirkten unter den üblichen Bedingungen der 
Bestimmung (vgl. Kap. 1 , Abschnitt 3) a) ohne Aktivierung, b) nach Aktivierung mit 0,03 ccm 
Kinaselösung eine Aciditätszunahme entspr. a) o, 1 1 b) 0,91 ccm 0,2 n-KOlI. Man behandelte sie bei 
30*^ a) 30 Minuten mit 0,03 ccm des Kinaseauszugs in i ccm HiO, darauf ebensolange mit 1,0 ccm 
87proz. Glycerin, b) 30 Minuten mit i.o ccm 87 proz, Glycerin, darauf ebensolange mit 0,03 ccm 
Kinaselösung in i,occmH, 0 , c) 30 Minuten mit einer Vj Stunde zuvor bereiteten Mischung von 
0,03 ccm Kinaselösung. 1,0 ccm 87 proz. Glycerin und 1,0 ccm Wasser, d) 30 Minuten mit 1,0 ccm 
5 proz. Glycerin, sodann ebensolange mit 0,03 ccm Kinasclösung in 1,0 ccm H2O, e) 30 Minuten 
mit 1.0 ccm 87 proz. Glycerin, darauf eine gleiche Zeit mit 0,15 ccm vom Aktivator iii i.occm 
H2O, f) lö Stunden lang mit 1,0 ccm 87 proz. Glycerin, darauf 30 Minuten mit 0,03 ccm Kinase 
in I.occm H2O und endlich g) 30 Minuten mit 1,0 ccm Äthylenglykol und ebeasolangc mit 
0,03 ccm Kinaseauszug in i ,0 ccm H3O, und bgstimmte dann die tryptische Wirkung ; sie ent- 
sprach einer Aciditätszunahnie von a) 0,90, b) 0,59, c) 0,57, d) 0,69, e) 1.08, f) 0,54 und g) 0,34 ccm 
0,2 n-KOH. 

Versuch 2. 0,062 g der Pankreasprobe VII bewirkten a) ohne Aktivierung, b) nach Vi^tün- 
diger Aktivierung durch 0,03 ccm des Kinaseauszugs von Versuch i Aciditätszunahme entspr. 

a) 0,14, b) 0,96 ccm 0,3 n-KOH. Auf diese ließ man bei 30° a) i.occm loproz. Äthylalkohol 
während 30 Minuten, sodann eine gleiche Zeit 0,03 ccm der [214] Kinaselösung in 1,0 ccni HiO, 

b) 4 Stunden lang 1,0 ccin einer 10 proz. bösung von Mamüt, darauf 30 Minuten lang 0,03 ccm 
vom Kinaseauszug in 1,0 ccm HjO einwirken; die Bestimmung der tryptischen Wirkung ergab 
dann eine Aciditätszunalmie von a) 0,92, b) 0,98 ccm 0,2 n-KOH. 

Wie aus Versuch i, e hervorgeht, läßt sich die durch Glycerin bewirkte Herauiung 
mittels einer größeren Kinasemenge überwinden, der erhaltene Wert entspricht dem 
Höchstwert der Drüse. Dieser Befund verleiht der Annahme Berechtigung, daß 

’ C. R. Soc. Biol. Bd. 55, S. 132 [1903]. ^ j. of Physiol Bd. 32, S. 129 [1905]- 

} Jonrn. de Physiol, et Pathol. gen. Bd. 6, S. 25 [1904]. 
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die bei Glycerin und Glykol beobachteten Hemmungserscheinungen auf der Bildung 
von Additionsverbindungen aus Kinase und Alkohol beruhen, deren aktivierende 
Eigenschaft ini Vergleich mit der der Kinase abgeschwächt erscheint; diese Additions- 
produkte wären dann als stark dissoziierbar zu denken und demnach als abhängig 
von der Alkoholkonzentration (Versuch i, d). 

b) Einfluß von Drüseninhaltsstoffen. 

Auf die Bedeutung der vön der Drüse selbst hervorgebrachten Hemmungsstoffe 
und auf den Einfluß der Vorgeschichte des Enzymmaterials für den Gang der Kinase- 
aktivierung ist bereits im vorhergehenden Abschnitt dieses Kapitels hingewiesen 
worden; sie sollen hier noch durch einige Belege veranschaulicht werden, weiteres 
Beweismaterial findet sich in den im III. Kapitel dieser Abhandlung mitgeteilten 
Versuchsergebnissen. In den nachstehend beschriebenen Eällen handelt es sich stets 
um die Aktivierung von frischem, tryptisch nahezu inaktivem Drüsenpulver ver- 
schiedener Herkunft durch das nämliche Kinasepräparat; sie vollzog sich bei 30“ 
und neutraler Reaktion in 30 Minuten; dann maß man die Trypsinwirkung [215] einer 


Tabelle 9. 

Aktivierung frischer Pankreasdrüsen. 

{0,062 g; Kinaseauszug I, mit Wasser auf je 2,0 ccm verdünnt.) 


Kinase (ccm) 

Probe VIII j 

Probe X 

Probe XI 

0,00 

i 1 

! 0 1 

0,1 1 

0,19 

0,02 

i 0,91 

0,78 

0,78 

0,10 

Eio; 1,13 

1,12 

1,09 


Tabelle 10. 

Gang der Aktivierung frischer Pankreasdrüsen. 
(0,062 g; Kinaseauszug II, mit Wasser auf je 2,0 ccm verdünnt.) 


Kinase (ccm) 

Probe IX 

Probe XII 

Probe XIV 

0,00 ! 

0,09 

0,14 

0,19 

0,02 i 

0,58 

0,46 

0,52 

0,04 

0,81 

0,59 

0,71 

0,06 

1,04 

0,67 

0,90 

0,0; 

1,12 j 

— 

— 

0,08 ; 

— 

0,78 

1,04 

0,10 ; 

1,10 ’ 

0.93 

I,II 


Stunde nach dem üblichen Verfahren. Die Versuche sind in die oben stehenden 
Tab. 9 und 10 eingeordnet, deren Angaben die Aciditätszunahmen in ccm 0,2 n- 
Eauge ausdrücken. 


5. Abhängigkeit der Aktivierung von der Reaktion. 

Bereits N. P. Schepowai^nikow * hatte beobachtet, daß die Aktivierung durch 
Enterokinase auch bei saurer und bei alkalischer Reaktion stattfand und daß sie am 

* Inaug.-Diss. St. Petersburg 1899; refer. in R. Malys Jahresbericht über die . Fortschritte 
der Tierchemie Bd. 29, S. 378 [1899]. 
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raschesten in neutralem Medium verlief; H.M. Vernon- sowie E. Hekma? fanden 
seine Angaben bestätigt. Nach J. Meüüanby und V. J. WooüüEY* wird die Kinase 
bei Zimmertemperatur schon durch ’^/ioo-Salzsäure sofort zerstört, während Alkali 
nur die Aktivierung verzögern soll. In der Tat findet man nach einer gleichen, un- 
genügenden Einwirkungszeit die Aktivierung neutral am höchsten. 

Versuch i. 0,125 g der Paiikreasprobe IV teigte man mit 0,04 ccm wäßrig-aiumoniakalischeiii 
Kinaseauszug, mit Wasser auf 1,0 ccm verdünnt, und a) 0,50 ccm n-Acetatpuffer von Pn = 5,3 
{0,10 ccm n-Essigsäure + 0,40 ccm n-K-acetat), b) ohne weiteren Zusatz und c) mit 0,50 ccm 
n- Ammoniakpuffer von pn = 8,9 bei 30° (0,17 ccm n-NHj + 0,33 ccm 11-NIECl) au und beließ 
das Gemisch 10 Minuten bei 30'^. Nunmehr erfolgte die Messung der tryptischen Wirkung während 
60 Minuten [216] bei 30® auf 5,0 ccm 3proz. Gelatine nach Zusatz von a) 2,00 ccm u-Anmioiiiak- 
puffer von 8,9 {1,33 ccm n-NH4Cl 0,6; ccm n-NI^), b) 2,00 ccm n- Ammoniakpuffer von 
pn 8.9 4 0,50 ccm n- Acetatpuffer von pu 5,3, c) 1,50 ccm n-Amnioniakpuffcr von pn 8,9 ccin 
n-NH4Cl -|- 0,50 ccm n-NH3) 4 0,50 ccm n- Acetatpuffer von pn 5,3 ; die Aciditätszuiiahmc betrug 
a) 1,08, b) 1,20 und c) ü,qi ccm 0,2 n-KOH. 

Bei längerer Einwirkungsdauer verschwindet indessen, wie die folgende Tab. ii 
zeigt, der Unterschied im Aktivierungsgrad in neutralem und saurem Mittel, während 
bei alkalischer Reaktion die Aktivierungsleistung nicht mehr gesteigert wird; die 
Ursache hierfür ist in der größeren Unbeständigkeit des aktivierten Enzyms zu suchen, 
das in alkalischer Lösung bei Abwesenheit von Substrat rascher Zerstörung unter* 
liegt (siehe nachstehenden Versuch 2). Die Anordnung der in Tab, ii zusammen* 
gestellten Versuche entsprach der im Versuch i beschriebenen ; die angewandte Kinase* 
menge war zur Höchstaktivierung der Drüse nicht ausreichend, diese war für die 
gewählte Eiizymmenge durch einen Aciditätszuwachs von 1,16 ccm o,2n-Uauge aus- 
gedrückt; die Angaben der Tabelle bedeuten ebenfalls ccm 0,2 n-KOH. 

Tabelle 1 1 . 

Abhängigkeit der Aktivierung vom p^. 

{0,062 g der Paiikreasprobe VIT ; 0,03 ccm Kinaselösung, mit 1,0 ccm Hjü verdünnt.) 


Einwirkuugszeit 

Min. 

5'3 

Ph ‘Icr Hinwirkung 

y 1 


30 

0,78 

0,99 ; 0,96 

0,68 

60 

1,02 

0,98 ! 

0,69 

90 

0,98 j 

0,97 ' 

0,60 


Versuch 2, 0,125 g der Pankreasprobe IV überließ man wechselnde Zeiten der Einwirkung 
von 0,10 ccm Kitiaselösung 4 ■ 0,90 ccni HjO unter Zusatz von 1,00 cem n- Ammoniakpuffer von 
Pu = 8.9 (0,67 ccm n-NH4Cl + 0,33 ccm n-NH3) bei 30® und bestimmte dann ihre Wirkung auf 
5,0 ccm 3proz. Gelatine in 30 Minuten bei 30®; sie entsprach bei einer Einwirkungsdauer von 
a) 30, b) 60, c) 120 Minuten einer Aciditätszunahme von a) i ,12, b) 0,85 und c) 0,72 ccm 0,2 n-KOH. 

[217] Auch die Abhängigkeit der Aktivierungsgeschwindigkeit vom das Be- 

stehen einer für die Aktivierung optimalen Reaktion bilden entgegen der Anschauung 
mancher Autoren kein sicheres Kriterium für das Vorliegen eines enzymatischen 

’ Jl. of Physiol. Bd. 28, S. 375 [1902]. 

3 Jl. de Physiol. et Pathol. gen, Bd. 6, S. 25 [1904]. 

^ Jl. of Physiol, Bd. 45, S. 370 [1912/13] und Bd. 47, S. 339 [1913/14]. 

WiUstätter, Enzyme. 8l 
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Prozesses; in den Untersuchungen über Pankreaslipase * hat sich gezeigt, daß eine 
Reihe von Stoffen gleichzeitig je nach der Wasserstoff zahl aktivierend und hemmend 
wirken können. Der Befund, daß einer bestimmten Kinasemenge auch bei verschiedener 
Reaktion und ungleicher Aktivierungsgeschwindigkeit eine gleich große, aber unvoll- 
ständige Aktivierungsleistung zukommt, erbringt vielmehr eine weitere wichtige 
Stütze für die Annahme einer reinen Aktivatorwirkung. 

6. Zur Spezifität der Kinasewirkung. 

Nach N. P. SCHEPOWALNIKOW ^ soll die Enterokinase auch aktivierende Wirkung 
auf das amylolytische und das lipatische Enzym der Pankreasdrüse besitzen; in spä- 
teren Untersuchungen des Pawlowschen Eaboratoriums ^ konnte eine solche indessen 
nicht regelmäßig beobachtet werden; J. Hamburger und E. Hekma^ bestritten sie 
überhaupt. E. Pozerski 5 fand den Aktivator der Pankreasamylase im Darmsaft 
im Gegensatz zur Enterokinase kochbeständig und unterschied ihn deshalb von 
die^r. 

In den Versuchen mit Pankreasamylasc, die nachstehend mitgeteilt werden, hat 
sich eine aktivierende Wirkung von stark kinasehaltigem, wäßrigem Extrakt der 
getrockneten Darmschleimhaut nicht gezeigt, auch nicht bei Abwesenheit von Chlorid 
[218] Die Messung der Amylasewirkung erfolgte nach dem von R, Willstätter, 
E. Wauuschmidt-EeiTZ und A. R. F. Hesse') beschriebenen Verfahren mittels Hypo- 
jodit. 

Versuch i. 2,0 g der Pankreasprobe IX, die tryptiscli nahezu wirkungslos befunden war, 
extrahierte man druck ’/aStündiges Digerieren mit 32 ccm 0,01 n-Ammoniaklösung und Filtration. 
0,004 ccm des Filtrats, sogleich geprüft, bildeten bei der Einwirkung auf 0,25 g Stärke bei Pn = 8,0 
(eingestellt durch 10 ccm n/5 -Phosphatpuffer) und 37° in 30 Minuten unter Zusatz von i ccm 
n/5-NaCl und a) 0.00, b) 0,01, c) 0,10 ccm ammoniakalischem Kinaseauszug reduzierenden Zucker 
entspr. a) 53,8, b) 54,2 und c) 56,6 mg Maltose. 

Versuch 2. 0,004 ccm eines Glycerinauszugs der Pankreasprobe III bildeten unter den 
Bestimmungsbedingungen des Versuchs i. und zwar bei Zusatz von a) i ccm II2O, b) i ccm 
H2O +0,10 ccm Kinaselösung, c) i ccm 11/5 -NaCl und d) i ccm n/5-NaCl + ccm Kinase in 
30 Minuten reduzierenden Zucker entspr. a) 6,6, b) 8,9, c) 56,4 und d) 56,3 mg Maltose. 

In Versuchen mit Pankrcashpase von tryptisch unwirksamem, frischem Drüsen- 
material, die Herr Dr. Fr. Memmen im Eaboratorium des Herrn Geh.-Rat Prof. 
Dr. R. WiivUSTÄTTER hierselbst ausgefülirt hat, erwies sich unter Bedingungen aus- 
gleichender Aktivierung auch für dieses Enzym die Gegenwart der Enterokinase 

' R. WiEEsr ATTER, E. Wai,dschmidt-EeiTz und Fr. Memmen, Diese Zs. Bd. 125, S. 93, 
und zwar S. 97 [1922/23]. 

' Inaug.-Diss. St. Petersburg 1899; refer. in R. Malys Jahresbericht über die Fortscluritte 
der Tierchemie Bd. 29, S. 378 [1899]. 

5 J.P. PawIvOW, Die Arbeit der Verdauungsdrüsen, Wiesbaden 1900. 

Jl de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 4, S. 805 [1902]. 

5 C. R. Soc. Biol. Bd. 54, S. 965 [1902]. 

6 Hingegen hat sich bei vergleichenden Bestimmungen, die Herr A. R. F. HESSE im hiesigen 
Eaboratorium ausgeführt hat, bei der Prüfung eines amnioniakalischen Auszugs der rohen Schleim- 
haut, auch in Gegenwart einer optimalen Menge NaCl, im alkalischen Gebiet eine deutliche Stei- 
gerung der Amylasewirkung ergeben, vielleicht infolge eines geringen Gehalts an Gallensalz. 

') Diese Zs. Bd. 126, S. 143, und zwar S. 155 [1922/23] (Abh.go). 
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als belanglos; die Angaben der Literatur über die Aktivierung der Lipase durch den 
Darmsaft dürften auf dessen Gehalt an Proteinsubstanz zurückzuführen seinh 

III. Über die Bildung der Kinase in der Pankreasdrüse, 

Daß die lebende Pankreasdrüse kein wirksames Trypsin enthielt und daß sich 
in der ausgeschnittenen Brüse n Substanz bei der Aufbewahrung oder unter dem Ein- 
fluß von Säure aktives Enzym bildete, war durch die Untersuchungen von R. Heiden- 
hain3 erwiesen; die Richtigkeit seiner Angaben ist allerdings von W. M. Baveiss 
und E. H. Stareing'^ bestritten worden. Man hat diese Erscheinung wie auch die 
bei [21^] EnzymlÖsungen vielfach beobachtete „spontane'' Aktivierung von der 
Wirkung der Enterokinase unterschieden und sie nie mit ihr verglichen. Das Hand- 
buch von C. Oppenheimern) bemerkt hierzu: . Diese Angaben haben heute nach 

der Entdeckung der Enterokinase nur noch historisches Interesse. Sie beruhen sicher 
zum allergrößten Teil auf Bakterienwirkung.“ Vereinzelt steht die von J. Meeeanby 
und V. J. WoOEEEY^) anläßlich der Erklärung der Kalksalzwirkung ausgesprochene 
Annahme, daß das Fankreassekret immer Enterokinase enthalte. 

Vergleichende Versuche über die bei der Autolyse frischer, roher Drüsensubstanz 
eintretenden Veränderungen erbrachten eine Bestätigung der alten Angaben Heiden- 
hains: Drüsen, die unmittelbar nach der Schlachtung der Tiere mittels des in der 
zweiten Abhandlung über Pankreasenzyme 5 ) beschriebenen Verfahrens entfettet und 
getrocknet waren, fand man tryptisch völlig oder nahezu unwirksam und stark aktivier- 
bar durch Kinase; wurden die Drüsen jedoch sich selbst überlassen, so trat schon 
nach wenigen Stunden deutliche Aktivität auf, die sich im lyaufc der Aufbewahrung 
mehr und mehr steigerte, um nach etwa 2 bis 3 Tagen einen Höchstwert zu erreichen; 
dabei nahm die Aktivierbarkeit durch Kinase ständig ab und verschwand schließlich 
ganz. Gleichzeitig damit ging auch der erreichbare Höchstwert der tryptischen Aktivi- 
tät beständig zurück; auch nahm die Drtisensubstanz bei längerer Aufbewahrung 
eine schleimige, die Trocknung erschwerende Beschaffenheit an, so daß die Versuche 
nur bis zu dreitägiger Autolyse ausgedehnt werden konnten. Die Versuchsanordnung 
war kurz folgende : 2,40 kg ganz frische, von Fett und Bindegewebe befreite Drüsen 
vom Schwein zerkleinerte man in der Fleischhackmaschine bis zu breiiger Konsistenz, 
vermischte sie mit etwas Thymolwasser und trocknete dann von dem bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrten Drüsenbrei nach Ablauf verschiedener Zeiten Portionen 
von 0,30 kg mittels Aceton und [220] Äther. Von dem getrockneten und feingepulverten 
Material verwandte man je 0,062 g zur Analyse nach ^/astündiger Behandlung mit 

* Vgl. dazu R, WiEESTÄTTER, E.WAi.DSCHMiDT-LEnz und Fr. Memmen, Diese Zs. Bd. 125, 
S. 93, und zwar S. 106 [1922/23], 

3 Pflügers Arch. Bd. 10, S. 557 [1875]. ^ Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 61 [1904]. 

• N) Die Fermente, 4. Aufl., Bd. i, S. 456 [1913]. 

*) Jl. of Physiol. Bd. 46, S. 159 [1913]. 

3 ) R.WieestÄTEER und E. WaedschmidT-Eeitz, Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar S. 150 
[1922/23]. 

81* 
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2,0 ccm Wasser bzw. wechselnden Mengen Kinaselösung; die Resultate sind nach- 
stehend tabellarisch zusammengestellt. 


Tabelle 12 , 

Aktivierung bei der Autolyse roher Drüsen (Probe XV). 
(Angaben in ccm 0,2 n-KOH.) 


Dauer der 
Aufbewahrung 
Stdn. 

1 Aktivität mit Kinase (ccm) 

0,00 

0,03 

1,00 

0 

0,04 

0,85 

1,06 

3 

0,22 

0,85 

1,04 

6 

0,30 

0,85 

0,98 

9 

043 

0,92 

0,98 

24 

0,5:^ 

0,74 

0,84 

33 

0,60 

i 0,75 

0.83 

SO 

0.73 

0,72 

0,80 

72 

075 

0,76 

075 


So zeigte auch ein größeres Sammelpräparat, die Pankreasprobe III der 2. Ab- 
handlung^ bei deren Gewinnung bereits autolytische Prozesse eingetreten waren^, 
keine Aktivierbarkeit durch Kinase mehr. 

Versuch i. 0,125 g der Pankreasprobe TU behandelte man während 30 Mmuten bei 30° 
mit a) 2,0 ccm Wasser, b) 1,95 ccm HzO + 0,05 ccm Kinaseauszug, c) 1,90 ccm HjO + 0,10 ccm 
Kinase, d) 1,80 ccni HjO + 0,20 can Kinase und maß dann die tryptische Wirkung unter den 
üblichen Bedingungen; sie entsprach einem Aciditätszuwachs von a) 1,18, b) 1,21, c) 1,17 und 
d) 1,20 ccm 0,2 n-KOH, 

Desgleichen fand man einige Trypsinpräparate des Handels nicht mehr oder nur 
noch wenig aktivierbar durch Enterokinase. 

Die tryptische Aktivität dieser gereinigten Enzympräparate der Technik war 
verhältnismäßig gering und sie erreichte nicht einmal die der nach unserem Ver- 
fahren dargestellten frisch [221] getrockneten Drüsenpulver. Für die Bereitung hoch- 


Tabelle 13. 

Aktivierbarkeit käuflicher Trypsinpräparate. 

(Je 0,062 g; Kinase verdünnt auf 2,0 ccm; Angaben in ccm 2,0 n-KOH. 


Präparat 

j Aktivität mit Kinase (ccm) 

0,00 

0,20 

1,00 

Trypsüi-Merck 

0,68 

0,69 

0,73 

Pankreatin absol. -Merck , . . 

0,56 

0,76 

078 

Orthozym-Röhm u. Haas') 

077 

! 0,80 

0.81 


wertiger technischer Pankreatinpräparate dürfte es sich empfehlen, die Drüsensubstanz 
unter tunlichster Schonung des Enzyms in ganz frischem Zustand zu trocknen; sie 
wäre dann vor der Verwendung mit etwas Kinaseniaterial zu aktivieren. ^ 


‘ Diese Zs, Bd. 125, S. 132, und zwar S. 151 [1922/23]. 

* Vgl. die 2. Abhandlui^, und zwar S. 156/57. 

’) Das Präparat verdankte man der Freundlichkeit des Herrn Dr. Ch. HornANDKR in der 
Rohm u. Haas Co., Bristol, Penna (U. S. A.). 
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Dieselben Erscheinungen der Bildung von Aktivator aus der Drüsensubstanz 
und der allmählichen Abnahme der gesamten tryptischen Aktivität beobachtet man, 
wie bei der Autolyse der rohen Drüse, so in gleicher Weise auch, wenn man frisch 
getrocknetes Material längere Zeit der Einwirkung des Wassers oder wäßriger Rea- 
genzien überläßt. Die letztere Untersuchungsweise hat zudem den Vorteil, daß sie 
erlaubt, mit einem für die Bestimmung der tr5^ptischen Wirkung ohne weiteres ver- 
wertbaren Ausgangsmaterial von gleichmäßigen Eigenschaften zu operieren und die 
Versuchsbedingungen in weiteren Grenzen zu variieren. Es seien hier drei Versuchs- 
reihen mitgeteilt, die die Einwirkung von Wasser, von verdünnter Säure sowie von 
verdünnter Kinaselösung in verschiedenen Zeiten veranschaulichen; die Versuchs- 
ansätze der beiden ersten Reihen (Tab. 14) prüfte man nach Ablauf der Versuchs- 
zeit sowohl hinsichtheh eingetretener Aktivatorbildung wie hinsichtlich ihrer Aktivier- 
barkeit durch gleiche Kinasemengen. Die Resultate sind in den folgenden beiden 
Tabellen angeführt, deren Angaben ccm 0,2 n-Eauge entsprechen. 


[z22] Tabelle 14. 

Aktivierung bei der Autolyse von Trockenpankreas (Probe VIII). 
{0,062 g, mit auf 2,0 ccm verdünntem Reagens angeteigt; 30°.} 


Behandlungs- 

daiicr 

Stdn, 

j Thymohvasscr (2,0 ccm) j 

[ Ti/ 5 o-F,ssig 5 äure (1,0 ccm) 

Oliiie Kim j 

0,02 1 

1 0,30 ccm Kill. 

Ohm* Kill. 

{),02 ccni Kin. 

0 

0,00 

0,85 1 

i 1,12 

0,00 

0,85 

2 

0,06 

0,82 

1 

0,27 

0,83 

4 

0.31 

0,81 1 

— 

0,32 ! 

0,85 

8 

0.36 

, 0,77 

— 

0 , 3 » 

0.83 

16 

0 . 3 » 

074 

~ ' 

0,47 

0.84 

24 

0,36 

j 0,68 

0,77 

0,52 

0,77 

32 ! 

0.39 

i 0,62 

— 

— 


40 1 

0,44 

0,60 

— 

— 

— 

48 1 

0,46 

0,58 

0,65 

0,60 

0,64 

72 1 

0.51 ! 

1 0,58 

— 

— 

— 

96 1 

0,50 ■ 

1 0.50 

1 — 

— 

— 


Tabelle 15. 

Einwirkung von Kinase auf Trocketipankreas (Probe VIII). 
(0,062 g, mit 0,02 ccm Kinase -f 2,0 ccm Tliymolwasser angeteigt j 30°.) 


ucnanuiungs- 
dauer j 

Stdn. 1 

Trypsinwitkimg 
cetn 0,2 n-KOH 

0 

; 0,85 

2 

1 0,85 

4 

0,78 

16 

! 0,74 

24 

1 0,69 

96 

0,64 


Der Vergleich der nach Wasser- bzw. Säurewirkung erhaltenen Ergebnis.se 
der Tab. 14 zeigt eine Beschleunigung der Bildung von Aktivator bei saurer Reak- 
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tion; der Befund [223] steht im Kinklang mit den Angaben von R, Heidenhain ^ 
über die Aktivierung von Pankreasextrakten durch verdünnte Säure; auch ist im 
sauren Mittel die allmähliche Abnahme der Drüsenaktivität weniger ausgeprägt als 
bei der Einwirkung von Wasser. Hingegen erscheint bei alkalischer Reaktion die 
Aktivatorbildung verlangsamt neben stärkerer Einbuße an Gesamtaktivität: so ent- 
sprach im vorliegenden Beispiel nach 24 ständiger Einwirkung von 2,0 ccm Am- 
moniak (unter Zusatz von Thymol) die tryptische Wirkung mit a) 0,00 und b) 0,02 ccm 
vom Kinaseauszug nur 0,29 bzw. 0,45 ccm o,2n-Ivauge, während sie nach Tab. 14 nach 
Wasser- bzw. Säurebehandlung 0,36 und 0,68 bzw. 0,52 und 0,77 ccm betragen hatte. 

Die Bildung von Aktivator erfolgt also am raschesten bei saurer und sie ist am 
geringsten bei alkalischer Reaktion. Für den verschieden starken Rückgang der 
Gesamtaktivität könnte wohl eine ungleiche Beständigkeit des aktivierten Enzyms 
verantwortlich sein, zumal ein solcher Rückgang nach den Werten der Tab. 15 
in neutralem Medium nach Aktivierung mit Kinase in ähnlichem Ausmaße erfolgt. 
Allein diese Erscheinung ist nur zum Teil für die beobachtete Aktivitätsabnahme 
verantwortlich zu machen. Neben der Entstehung von Aktivator geht nämlich bei 
der Autolyse der Drüse die Bildung von Stoffen einher, die, etwa durch Addition 
an die Kinase ähnlich dem Glycerin oder dem Glykol, deren Wirkung zu beeinträchtigen 
vermögen; auf ihr Auftreten wurde schon in Kap. II, Abschnitt 4b dieser Abhandlung 
hingewiesen. Im vorliegenden Falle läßt sich ihre Existenz, wie aus nachstehendem 
Versuche ersichtlich, experimentell dadurch belegen, daß sie auch die Aktivierung 
frischen, unbehandelten Enzyms durch Enterokinase zu hemmen befähigt sind. 

Versuch 2. 0,062 g der Pankreasprobe X gaben ohne vorherige Wasserbehandlung mit 
a) 0,00, b) 0,02 can Kinaselösung Aciditätszuiiahme entspr. a) 0,11, b) 0,78 ccm o,2n-K0H; 
dieselbe Drüsenmenge bewirkte nach 96- und i44stündiger Einwirkung von 2,0 ccm Thymol- 
wasser bei 30“^ einen Aciditätszuwachs von a) 0,30 und b) 0,31. bzw. von a) 0,21 und b) 0,19 ccm 
0,2 n-KOH. 

[224] 0,062 g dieser Probe behandelte man wechselnde Zeiten bei 30° mit 2,0 ccm Thyniol- 
wasser ; dann fügte man weitere 0,062 g derselben Probe, darauf nach 30 Minuten 0,02 ccm vom 
Kinaseauszug hinzu und maß nach einer weiteren halben Stunde die tryptische Wirkung des 
ganzen Ansatzes; .sie entsprach nach einer Wasserbehandlung von a) 72, b) 96, c) 120 und 
d) 144 Stunden einer Aciditätszunahme von a) 0,97, b) 0,82, c) 0,64 und d) 0,30 ccm 0,2 n-KOH. 

Die Bildung der Hemmungsstoffe nimmt, wie der Versuch erweist, bei längerer 
Autolyse ständig zu; nach 6 Tagen ist ihre Menge bereits so beträchtlich, daß sie 
die Aktivierung auch von frischem Enzym durch eine mäßige Kinasemenge fast 
völlig zu verhindern vermag. 

IV. Bestimmung und Eigenschaften der Enterokinase. 

I. Zur Bestimmung der Kinase. 

Einer Messung der Kinasewirkung zum Zwecke der quantitativen Bestimmung 
und Verfolgung des Aktivators zum Beispiel bei seiner präparativen Reinigung sollten 

* Pflügers Arch. Bd. 10, S. 557, und zwar S. 5 81* [1875]; vgl. dazu E. Hekma, Jl. de Physiol. 
et Pathol. gen, Bd. 6, S. 25 [1904]. 
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Pankreastrockenpräparate zugrunde liegen, die man aus möglichst frischen Drüsen 
gewonnen hat und die an sich ganz oder doch nahezu tryptisch unwirksam befunden 
wurden, einmal wegen des größeren Ausschlages, den eine bestimmte kleine Kinase- 
menge bedingt, sodann wegen des geringeren Gehalts an Hemmungsstoffen ; wäßrige 
Lösungen des Trypsins sind infolge ihrer großen Veränderlichkeit nicht geeignet, 
die Drüsenpräparate sind vielmehr tunlichst vor Feuchtigkeit geschützt aufzubewahren, 
da sie sonst schon bei der Lagerung Veränderungen im Sinne der Bildung von Aktivator 
oder Hemmungskörpem unterliegen. 

Bin weiteres Erfordernis einer allgemein brauchbaren Bestimnumgsmethode 
bildet die Ausschaltung der auch in frisch getrocknetem Drüsenniaterial stets in wech- 
selnder Menge enthaltenen Hemniungsstoffe, die der Aktivierung entgegenwirken. 
So versuchte man durch Einführung einer , »ausgleichenden Hemmung'' mittels Zu- 
gabe größerer Mengen von Glycerin oder Glykol die Unterschiede im Gang der Akti- 
vierung bei verschiedenen Drüsenproben zu überwinden; allein dieses Verfahren 
führte nicht zu dem gewünschten Ergebnis: die [225] Unterschiede in der Aktivieruiigs- 
leistung gleicher Kinasemengen wurden durch den Alkohol meist sogar beträchtlich 
verstärkt. Die Resultate dieser Versuche finden sich in den beiden folgenden Tab. 16 
und 17; die Angaben der Tab. 16 beschreiben zum Vergleich die Aktivierung durch 
Kinase allein, sie sind der Tab. lo (Kap. 11 , Abschnitt 4b) entnommen; die Ver- 
suche der Tab. 17* waten so ausgeführt, daß man die Drüse zunächst mit je 1,0 ccm 
des Alkohols (Syproz. Glycerin bzw. reinem Äthylenglykol) Stunde bei 30 an- 
teigte, sodann die Kinaselösung zufügte und nach weiteren 30 Minuten die Trypsin- 
wirkung maß. 


Tabelle 16, 

Aktivierung ohne Hemmung. 

(0,062 g Drüse; Angaben in ccm 0,2 n-KOH.) 


Kinjisclösuiig 
(ccm) 1 

Probe IX 

1 Prot)C XIV 

Pro33e XII 

0,00 

0,0g 

' ■ 0,19 

0,14 

0,02 

0,58 

0,52 

0,46 

0,04 

0,81 

0,71 

0,59 

0,06 

1 ,04 

0,90 

0,67 

0,08 

— 

3 ,04 

0,78 

0,10 

1,10 

I,I I 

0,93 


Tabelle 17. 

Aktivierung unter Hemmung. 

(0,062 g Drüse; Angaben in ccm 0,2 n-KOH.) 


Kiaasdsg. 

ccm 

Clycerinzusatz bei Probe j 

j (;iyko 3 ziisatz bei Probe 

IX 

i XIV ' 

Xlt 

IX j 

MV 1 

XII 

0,05 

o,8i 

1 0,60 

0,46 


, - j 


0,10 

1,02 

i 0,89 ' 

0.55 

0,21 i 

i 0,24 1 

0,13 

0.15 

1,12 

1 

0,67 

— 

~ i 


0,20 

1,10 

j I,II 

0,78 

0,40 

0,36 

0.16 

0,25 ! 


! 1,12 

0,85 

— 

_ i 


0,30 

— 

i “ 

— 

0,49 

0,49 i 

0,19 

0,50 

— 

! ~ 

i “ 

0,55 

1 0,54 

0,20 







1288 


E. Wai^dschmidt-EeiTz; 


Diese Zusätze sind also für eine Methode ausgleichender Hemmung nicht geeignet; 
vielleicht greifen die Alkohole und [226] die natürlichen Hemmungskörper an ver- 
schiedenen Stellen des Kinasemoleküls an und verstärken sich so in ihrer Wirkung, 
auch könnte sich die Wirkung der Drüsenstoffe auf die aktive Gruppe des Trypsins 
selbst beziehen. In der Fortsetzung dieser Arbeit soll der Versuch unternommen werden, 
mittels eines Überschusses an natürlichen Hemmungsstoffen eine ausgleichende Hem- 
mung zu erreichen. Für die nachstehend gegebene Beschreibung der Kinase und 
ihres Verhaltens bei der Reinigung wurde eine vorläufige Bestimmungsweise ange- 
wandt, der die Aktivierung von 0,062 g der Pankreasprobe XIV zugrunde gelegt ist. 

Als Einheit der Kinasemenge — ,, Kinase-Einheit (K.E.)'' — war das 1000 fache 
derjenigen Aktivator menge gewählt, die 0,062 g der Pankreasprobe XIV in Ü2stündiger 
Einwirkung bei 30° eine tryptische Wirkung entsprechend einer Äciditätszunahme 
von 0,Q0 ccm o,2n-I,auge erteilte; >/iooo dieser Menge, also 0,001 K.E., wird durch 
die Bezeichnung ausgedrückt. 

Diese Definition der Kinaseeinheit hat einen provisorischen Charakter und sie 
soll hier nur unter dem Vorbehalte einer späteren Ausdehnung und Verallgemeinerung 
gegeben werden; sie dient nur als vorläufiger Maßstab für das präparative Verhalten 
des Aktivators, 

Die beigefügte Figur veranschaulicht die Beziehungen zwischen Kinasemenge 
und tryptischer Wirkung für den vorliegenden Fall. 



0 0,1 0,2 0,3 Q/t 0,5 0,6 0,7 0,S Oß ifi 

k.e. — 

Kinasemenge und tryptische Wirkung. 


[227] Als vorläufiges Maß der Aktivatorkonzentration eines Präparates diente der 
„Kinase- Wert (K.W,)“ s der bestimmt ist durch die Zahl der Kinaseeinheiten 
in I g des Präparates. 

Beispiel. 0,05 ccm eines ammoniakalischen Kinaseauszugs, mit 2,0 ccm HjO verdünnt, 
erteilten 0,062 g der Pankreasprobe XIV in 30 Minuten bei 30® eine tryptische Wirkung^ ent- 
sprechend einem Aciditätszuwachs von 0,80 ccm o,2n-KOH; dies entspricht nach der Figur 
einem Gehalte der Analysenprobe von 0,00083 K.E. oder 0,83 k.e. 

* Die Nomenklatur ist von der Enzynichemie übernommen (vgl. R. Wihts’rÄTTER und 
E. Waedschmidt-Eeixz, Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar S. 141 [1922/23]; R.Wieestätxer 
imd R. Kuhn, Chem. Ber. Bd. 56, S. 509 [1922/23]); sie läßt sich natürlich auch auf die Messung 
anderer unbekannter Naturstoffe übertragen. 

® Über die Ausführung der Bestimmung siehe Kap. I, Abschnitt 3 dieser Abhandlung. 
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10,00 ccm des Auszugs, enthaltend 0,166 K.E., hinterließen nach dem Eindampfen auf 
dem Wasserbad 0,0970 g Trockenrückstand ; hieraus berechnet sich der Kinase* Wert des Aus- 
zugs K,W. = 1,71. 


2. Über die Beständigkeit der Bnterokinase. 

N. P. ScHEPOWAENiKOW^ hat bereits beobachtet, daß der Dannsaft beim Er- 
hitzen seine aktivierende Eigenschaft einbüßte. Seine Angaben sind von vielen späteren 
Autoren^, auch bei Darmwandextrakten, bestätigt worden; nur H. Bierry und 
V. Henrik' geben an, daß ein während 20 Minuten auf 120“ erwärmtes Kinascjiräparat 
noch Aktivität besessen habe. Nach H. M. Vernon^ ist die Kinase eines wäßrig- 
glycerinigen Auszugs der Darmscheimhaut monatelang unverändert haltbar; auch 
durch 4proz. Sodalösung soll sie in i Stunde nicht beeinträchtigt werden, während 
"/ 100 'Salzsäure zufolge J.Mellanby und V. J. Wooeeey? schon bei gewöhnlicher 
Temperatur ihre Wirksamkeit sofort vernichtet. 

[228] Eine Versuchsreihe, die man zur Prüfung der Beständigkeit der Kinase bei 
verschiedener Reaktion mit einem wäßrigen Rohextrakt anstellte, ergab eine ver- 
hältnismäßig große Haltbarkeit des Körpers in diesem Zustand. Wie die Zahlen der 
nachstehenden Tab. 18 zeigen, wird die Aktivität des Auszugs noch nach 8 tägiger 
Aufbewahrung bei neutraler Reaktion und bei 30® unverändert gefunden; in 0,111- 
ammoniakalischer und -essigsaurer Eösimg ist die Haltbarkeit begrenzter; während 
man nach 16 Stunden (bei 30^) noch keine Abnahme beobachtet, ist diese nach 3 Tagen 
schon merklich im sauren und beträchtlich im alkalischen Medium. Zu den Versuchen 
verdünnte man je 4,50 ccm eines mit verdünnter Essigsäure gegen I.ackmus neu- 
tralisierten ammoniakali sehen Rohauszugs mit a) 0,50 ccm H2O, b) 0,50 ccm n-NH3 
und c) 0,50 ccm n-CHjCOOII; die Aktivität der mit Toluol überschichteten Proben 
bestimmte man sofort und nach ivechselnder Aufbewahrungszeit mit je 0,03 ccm; die 
Angaben der Tabelle bedeuten die gemessene Aciditätszunahme in 0,2 ccm o,2n-Eaugc. 


Tabelle 18. 

Haltbarkeit der Kinase im Rohextrakt bei 30^ 
(Geprüft mit 0,062 g der Pankreasprobe IX.) 


.\ufbewahnmgs- 

zeit 

Stdn. 

I Kcaktion der r.ösung 

neutral. 

n/ra-amtnoniak. n/i 

'^-essigsauer 

0 

073 ! 

0,70 

0,73 

16 

0,70 i 

0,69 

0,69 

72 

0,74 ' 

0,42 1 

0,58 

192 

073 

07^ i 

0,62 


In gereinigter Eösung wird die geringe Beständigkeit der Kinase in alkalischem 
Medium noch deutlicher; dies geht aus dem nachstehend angeführten Versuche i 

3 Inaug.-Diss. St. Petersburg 1899; refer. in R.Malys Jahresbericht über die Portscliritte 
der Tier Chemie Ed. 29, S. 378 [1899]. 

^ Z. B. J. Hamburger und E, Hekmä, Journ. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 4, S. 805 
[1902]; W. M. Bayliss und E. H. Stareing, J.of Physiol. Bd. 30. S. 61 [1904]; J.MeWvAnby 
und V. J, WooutEY, ebenda Bd. 47, S. 339 [1913/14]. 

5 C. R. Soc. Biol. Bd. 54, S, 667 [1902]. ^ J. of Physiol. Bd. 28. S. 375 [1902]. ’ 1 , c. 4. 
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mit einer alkalischen Elution aus Tonerdeadsorbat hervor. Als gutes Stabilisienings- 
mittel erweist sich der Zusatz von Glycerin. 

Versuch I. 10,0 ccm einer Elution aus Tonerdeadsorbat mittels [229] iproz. 2 V3 basischen 
Ammonphovsphats’' wurden a) mit 4,0 ccm Wasser, b) mit 4,0 ccm 87proz. Glycerin versetzt, 

a) 0,10 ccm der Mischung, sofort imd nach löstündiger Aufbewalirung (bei 20°) bestimmt, 
erteilten 0,062 g der Pankreasprobe XIV in Vzstündiger Einwirkung tryptische Wirkung ent- 
sprechend einer Aciditätszunahme von 0,56 bzw. 0,25 tem 0,2 n-KOH und einem Gehalt der 
Aiialysenprobe von 0,40 bzw. 0.06 k.e. 

b) o, 10 ccm der Mischung wurden sofort und nach wechselnder Aufhewahrungsdauer 
(bei 20°) durch ilirc Wirkung auf 0,062 g der Drüsenprobe XIV bestimmt ; die tryptische Wirkung 
entsprach daim nach o-, 4- und aSstündiger Aufbewahrung einem Aciditätszuwachs von 0,54, 
bzw. 0,52, bzw. 0,40 ccm 0,2 n-KOH, entsprechend einem Gehalte der Analysenprobe von £>,38, 
bzw. 0,33, bzw. 0,21 k.e. 

Durch Fischblasenmembran dialysiert die Enterokinase nicht, wenigstens nicht 
aus den Rohextrakten; man findet nach 8 tägiger Dialyse gegen destilliertes Wasser 
noch die ganze ursprünglich vorhandene Menge des Aktivators in den Dialysier- 
schläuchen, während das Dialysat sich als unwirksam erweist. 

Versuch 2. 0,02 ccm eines wäßrig-ammoniakalischen Kinaseauszugs erteilten 0,062 g der 
Pankreasprobe XIV in 7 ^ Stunde tryptische Vmkung entsprechend einer Aciditätszunahme von 
0,50 ccm 0,2 n-KOH und einem Gehalt der Analysenprobe von 0,31 k.e. 

50 ccm dieses Auszugs mit 775 k.e, dialysierte man 8 Tage unter Toluol in einer Fischblase 
gegen destilliertes Wasser; sein Volumen betrug dann 76, das der Außenflüssigkeit 450 ccm. 

0,05 ccm vom dialysierten Auszug erteilten 0,062 g der Drüsenprobe XIV in 7 * Stunde 
tryptische Wirkung entsprechend einer Aciditätszmiahme von 0,62 ccm 0,2 n-KOH ; die Analysen- 
probe enthielt also 0,52 und die gesamte Dösung 790 k.e. 

1.00 ccm des Dialysats erteilte 0,062 g der Drüsctiprobc XIV in 30 Minuten tryptische 
Wirkung entsprechend einem Aciditätszuwachs von 0.15 ccm 0,2 n-KOH; Kinase war also nicht 
nachweisbar. 

Durch Kochen wird das Aktivierungsvermögen aufgehoben, [230] sowohl in 
roher wie in gereinigter Eösung; es ließ sich indessen noch nicht mit Sicherheit ent- 
scheiden, ob dieses Verhalten der Kinase als solcher eigentümlich ist oder ob es, etwa 
infolge Adsorption an koagulierte Proteinsubstanz, durch die Anwesenheit von Be- 
gleitstoffen vorgetäuscht wird. 

Versuch 3. 5,0 ccm des mit verdünnter Ess^säure eben neutralisierten Kinaseauszugs 
von Versuch 2, enthaltend 77,5 k.e., erhitzte man während 5 Minuten im siedenden Wasserbad; 
dabei trat bei etwa 70° eine geringe, kaum wahrnehmbare Trübung ein. 0,05 ccm der abgekühlten 
Flüssigkeit erteilten dann 0,062 g der Pankreasprobe XIV in 7 ^ Stunde tryptische Wirkung ent- 
sprechend 0,24 ccm 0,2 u-KOH und 0,04 k.e. ; der gesamte Gehalt an wirksamem Aktivator 
betrug also noch 4,0 k.e. 

Versuch 4. 0,10 ccm einer mittels 273 basischen Ammonphosphats erhaltenen Elution aus 
Uranylacetatfällung erteilten 0,062 g der Drüsenprobe XIV tryptische Wirkung entspr. einer 
Aciditätszunahme von 0,60 ccm 0,2 n-KOH und einem Gehalte von 0,48 k. e. 

5.0 ccm der mit verdümiter Essigsäure gegen Eackmus neutralisierten Ivösung mit 24 k, e. 
beließ man i Minute lang im siedenden Wasserbad, wobei sie eine geringe Opalescenz annahm; 

* R. WiEESTÄTTER und E. Wai^dschmidT-DEUZ: Die' in der 2. Abhandlung (Diese Zs. 
Bd. 125, S. 132, und zwar S. 170 [1922/23]) angegebene Zusammensetzung eines 273basischen 
Ammonphosphats für das Reagens beruhte auf einem Irrtum ; sie entspricht vielmehr der Formel 
2(NH4)3P04 ; 3(NH4)2lIP04 oder einem 275basischen Phosphat, In diesem Sinne sind auch die 
entsprechenden Angaben auf S. 170, 171, 182 u. 189 jener Abhandlung und auf S. 164 u. 166 der 
3. Abhandlung über Pankreasenz3mie (Diese Zs. Bd. 126, S. 143 [1922/23]) zu verbesseru. Im 
vorliegenden Abdruck sind diese Stellen korrigiert. 
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0,50 ccm der abgekühlten Flüssigkeit erteilten dann 0,062 g der Pankreasprobe XIV tryptisclie 
Wirkui^ entspr. einem Aciditätszuwadis von 0,17 caii 0,2 n-KOH; eine Aktivierung war also 
nicht mehr nachweisbar. 

3. Vorläufiges Verfahren der Reinigung. 

Die Angaben der Literatur über das präparative Verhalten der Knterokinase 
sind spärlich und nicht ohne Widerspruch ; sie beziehen sich alle nur auf Reaktionen 
von Rohextrakten, eine weitergehende Reinigung des Körpers hat man noch nicht 
versucht. H. Stassano und F. Biixon^ gaben an, daß die Kinase aus ihren Auszügen 
durch verdünnte Säuren niedergeschlagen werde und mit Alkali wieder in Lösung 
gehe, und schrieben ihr danach nucleoprot eidähnliche Eigenschaften zu. Ihre Be- 
funde wurden von W. M. Bayuss und E. H. Stauung* nachgeprüft und widerlegt; 
diese Forscher fanden, daß bei der Fällung z. B. mit verdünnter Essigsäure die Ilaupt- 
menge des Aktivators in Lösung blieb und daß von dem niedergeschlagenen Anteil 
an verdünntes Alkali fast nichts wieder abgegeben wurde. 

[231] In der Tat beobachtet man, daß die in den amnioniakalischen Auszügen der 
getrockneten Darmschleinihaut auf Zusatz von verdünnter Essigsäure abgeschiedenen 
reichlichen Fällungen der Lösung nur wenig, zuweilen gar keine Kinase entziehen; 
die folgenden Versuche sollen dies veranschaulichen. 

Versuch i. 0,02 ccm eines Kinaseauszugs erteilten 0.062 g der Pankrea.sprobe XIV in 
Vi Stunde bei 30° tryptische Wirkung entspr. einer Aciditätszunahme von 0,67 ccm o.zn-KOH 
und einem Gehalte von 0,60 k. e. 

10.0 ccm dieser Lisung mit 300 k. e. wurden mit 0,40 ccm ii-Essigsäure versetzt und die 
entstandene beträchtliche Fällung in der Zentrifuge abgeschleudert; 0,02 ccm der Mutterlauge 
erteilten 0,062 g der Probe XIV tryptische Wirkung entspr. einer Aciditätszuuahme von 0,61 cem 
0,2 n-KOH. Die Analysenprobe enthielt also 0,50 k.e., die gesamte Mutterlauge in 10,4 ccm 
260 k. e., d. i. 87% von der Ausgangslösung. 

Versuch 2. 0,03 ccm eines anderen Rohextrakts erteilten 0,062 g der I^robe XIV tryptische 
Wirkung entspr. einem Aciditäts Zuwachs von 0,65 ccm 0,2 n-KOH und einem Gehalte von 
0,57 k. e. 

20.0 ccm der Lösung mit 380 k.e. fällte man mit 2,40 ccm n-CH^COOH und bestimmte 
nach dem Abschleudern des Niederschlags die Mutterlauge. 0,04 ccm von dieser erteilten 0,062 g 
der Pankreasprobe XIV tryptische Wirkung entspr. einer Aciditätszunahme von 0,73 ccm 
o,2n-KOH; der Gehalt der Analysenprobe betrug 0,70, der der gesamten Lösung (22,4 ccm) 392 k.e. 

Aus den Mutterlaugen der mit Essigsäure behandelten Kinaseextrakte lassen 
sich durch Zusatz von Quecksilbersalzlösung weitere, wenn auch nicht sehr erhebliche 
Mengen von Begleitstoffen abtrennen, und zwar, wie nachstehende Angaben erweisen, 
ohne bedeutendere Verluste an Aktivator. 

Versuch 3. 9,0 ccm der essigsauren Mutterlauge des Versuchs i (enth. 225 k. e.) versetzte 
man mit 2,3 ccm o,5proz. Sublimat lösung, einer zur völligen Fällung eben ausreichenden Menge, 
und bestimmte die mittels der Zentrifuge abgetrennte Mutterlauge. 0,03 ccm von dieser erteilten 
0,062 g der Drüsenprobe XIV tryptische Aktivität entspr. einem Aciditätszuwachs von 0,60 ccm 
0,2 n-KOH und einem Gehalte von 0,47 k. e. ; die gesamte Ausbeute iu der Lösung betrug also 
176 k. e., d. i. 78% der angewandten Menge. 

Versuch 4. 20,0 ccm der essigsauren Lösung von Versuch 2 mit 350 k. e. fällte man mit 

10,0 ccm o,5proz. HgClz; die vom Niederschlage abgetrennte Mutterlauge enthielt in der Analyseii- 
probe von 0,08 cou [232] 0,90 k. e. (Aciditätszuwachs entspr. 0,84 ccm 0,2 n-KOH) und insge- 
samt in 30 ccm 338 k. e., d. i. nocli 94%. 

^ C. R. Soc. Biol. Ed. 54, S. 623 [1902]. ^ J. of Physiol Ed. 30, S. 61 [1904]. 
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Wesentlich anders verhält sich die Kinase gegenüber Uransalzen; aus den 
mittels verdünnter Essigsäure und vSublimat vorgereinigten Auszügen fällt die Kinase 
atif Zusatz von Uranylacetatlösung fast in ihrer ganzen Menge mit einem reichlichen 
Niederschlage aus; sie läßt sich aus dieser Fällung durch alkalische Phosphatlösung 
in guter Ausbeute wieder eluieren. 

Versuch 5. 10,0 ccm einer Mutterlauge der Sublimatfällung mit 120 k. e. (0,05 ccm: 

0,67 ccm 0,2 n-Iyauge: 0,60 k. e.) wurden mit 1,0 ccm einer 2proz. lyösung von Uranylacetat 
gefällt ; die in der Zentrifuge abgetremite Fällung eluierte man durch Anteigen mit 10 ccm „Ammo- 
niumphosphat“ (bestehend aus 5,7 ccm iproz. (NH4)2HP04, 0.3 ccm n-NH3 und 4,0 ccm 87proz. 
Glycerin)’ und Abschleudern mittels der Zentrifuge. 

0,10 ccm der Mutterlauge von der XJranfällung erteilten 0,062 g der Drüsenprobe XIV 
tryptische Wirkung entspr. einer Aciditätszunahmc von 0,30 ccm 0,2 11-KOH oder 0,11 k. e.; 
die Mutterlauge enthielt demnach in 1 1 ccm insgesamt 12 k. e. und der gefällte AnteÜ betrug 90 %. 

0,05 ccm der Elution erteilten 0,062 g der Probe XIV tryptische Aktivität entspr, einem 
Aciditätszuwachs von 0.63 ccm 0,2 n-KOH und einem Gehalt von 0.52 k. e. Die Elutionsausbeute 
betrug also mit insgesamt 104 k. e. 87 % von der Kinasemenge des Ausgangsmaterials. 

Mit den vorangehend beschriebenen Operationen läßt sich noch ein weiteres 
Verfahren zur Reinigung der Kinase verbinden, das in der Adsorption des Aktivators 
durcii Tonerde besteht \ Das Verhalten der Enterokinase gegenüber diesem Adsorbens 
zeigt eine gewisse Ähnlichkeit mit dem der Pankreaslipase die Adsorption erfolgt 
leicht aus saurer Eösung und sie unterscheidet sich dadurch von der des Trypsins, 
aber von dem Adsorbat wird der Aktivator nur in geringer Menge an [233] verdünntes 
Ammoniak, in besserer Ausbeute dagegen an alkalische Phosphatlösung abgegeben, 
die man zur Stabilisierung mit Glycerin versetzt. 

Versuch 6. 10,0 ccni eines mit Essigsäure vorbehandelten Kinascauszugs, enthaltend 

160 k.e. (0,05 cem; 0,78 ccm 0,2 n-KOH: 0.80 k, e., adsorbierte man mit 10,0 ccm einer Ton- 
erdesuspension der Sorte A’) (enth. 0,233 g AI2O3) und eluierte das in der Zentrifuge abgeschleu- 
derte Adsorbat durch Anteigen in den Zentrifugengläserii und Abzentrifugieren a) mit 12 ccm 
o. I n-NH3 + 8 ccm 87proz. Glycerin, b) mit 20 ccm ,, Ammoniumphosphat“ (11,4 ccm iproz. 
(NH4)2HP04 4 - 0,6 ccm n-NH3 + 8 ccm 87proz. Glycerin). 

0,10 ccm der Adsorptionsrestlösuiig erteilten 0,062 g der Pankreasprobe XIV tryptische 
Wirkung entspr. einer Aciditätszunahme von 0,29 ccm 0,2 n-KOH mid 0,10 k. e. Die gesamte 
Lösung enthielt dann in 17 ccm 17 k. e. und es waren 90% der Kinasemenge im Adsorbat. 

Von der Elution erteilten o, 10 ccm 0,062 g der Probe XIV tryptische Wirkung entspr. einem 
Aciditätszuwachs von a) 0,30 und b) 0,56 ccm 0,2 n-Lauge und einem Gehalte der Analysenprobe 
von a) 0,11, b) 0,40 k. e. Die Gesaiutausbeute der Elution an Aktivator betrug also in 20 ccm 
a) 14 mid b) $0% von der Menge der Ausgangslösung. 

Durch vereinigte Anwendung dieser verschiedenen bisher geprüften Anreicherungs- 
verfahren erhält man Kinasepräparate von beträchtlich gesteigertem Reinheitsgrad. 
Die Konzentration des Aktivators stieg nach aufeinanderfolgender Behandlung mit 
Essigsäure, Sublimat und Uranylacetat auf das iSfache (K.W. = 18,8), darauf durch 

‘ Vgl. hierzu die Fußnote i auf S. 29 dieser Abhandlung. 

* Die Methoden der Adsorption wurden von R. WiiXSTÄTTER und Mitarbeitern zu Ver- 
fahren für die präparative Reinigung der Enzyme ausgearbeitet, zuerst am Beispiel der Peroxy- 
dase (R. WmiySTÄTTER. Liebigs Ann. der Chem. Bd. 422, S. 47, und zwar S. 58 [192a]; vgl. hier- 
über die Zusammenfassung von R. WiEiySTÄTTER, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601. und zwar S, 3617 
[1922] (Aöh. 2)). 

3 R. WieestÄtter und E. WaedschmidE-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar 
S. 160 u. 168 [1922/23]. 

*) Vgl. R. WiEESTÄTTER und H. KrauT, Chem. Ber. Bd. 56, S. 149 [1923] (Abh. 16). 
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einmalige Tonerdeadsorption und Elution auf das 27 fache (KAV, = 28,7) von der 
in der getrockneten Schleimhaut gemessenen (KAV. = 1,07, zufolge der in Kap. IT, 
Abschnitt i angeführten Bestimmung). 

Beispiel für die Reinigung der Kinase. 

100 ccm eines amnioniakaüschen, von ereptischer Wirkung freien Kinaseauszugs aus 
getrockneter Darmschleinihaut mit einem Gehalt von 1,900 K.E. oder 1900 k. e. {0,03 ccm: 
0.65 ccni 0,2 n-KOH; 0,57 k. e.) fällte man mit 12,0 ccm n-EvSsigsaure und versetzte die vom 
Niederschlag getrennte Mutterlauge mit 50 ccm o,5proz. Sublimatlösung ; den entstandenen 
Niederschlag schleuderte mau ab und fällte die Kinase aus der Mutterlauge mit 15 ccm 2proz, 
Uranylacetat. Die Uranfällung wurde darauf in den Zentrifugengläsern mit i{x>ccin ,, Animo* 
niumphosphat ‘ ‘ eluiert. 

[234] o,to ccm der Elution erteilten 0,063 g der Pankreasprobe XIV tryptische Wirkung entspr, 
einer Aciditätszunahnie von 0,84 ccm 0,2 n-KOH und einem Gehalte der Aiialysenprobe von 
0,90 k. e. Die Gesamtausbeute in 100 ccm betrug also 900 k. e., d. i. 47 %, auf Rohextrakt bezogen. 

49 ccm dieser Elution {entli. 441 k. e.) wurden in einer lüschblase unter Toluol und unter 
ständiger Rührung mittels COi 1 5 Tage gegen fließendes Leitungswasser, sodann weitere 5 Tage 
gegen fließendes destilliertes Wasser dialysiert ; sie ergaben dann nach dem Abdampfen auf dem 
Wasserbad 0,0234 g Trockenrückstand entsprechend dem Kinase- Wert K.W. ~ 18,8. 

50 ccm derselben Elution (enth. 450 k. e.) befreite man durch Fällung mit 2,3 ccm Magnesia- 
inixtur von Phosphat. Diese Operation war noch verlustreich: 0,10 ccm der filtrierten Lösung 
(insgesamt erhalten 48 ccm) erteilten 0,062 g der Drüsenprobe XIV tryptische Wirkung entspr. 
einer Aciditätszunahme von 0,62 ccm 0,2 n-KOH und einem Gelialte der Aiialysenprobe von 
0,50 k. e., d. i. 240 k. e. in der ganzen Lösung. 

45 can der phosphatfreien Lösung (mit 225 k. e.) säuerte man mit 2,0 can n-Essigsäure an 
und adsorbierte sie mit 10,0 ccm Tonerdesuspension der Sorte C' (— 0,164 g AUO3); das von der 
Adsorption srestlösung (45 ccm) abzentrifugierte Adsorbat wurde in den Zentrifugenglä.sern nach 
dem Waschen mit 30 ccm zoproz. Glycerin durch 50 ccm .,AmnioniuinphosphaV' eluiert. 

0,15 ccm der Adsorpliunsrestlösung enthielten keine meßbare Menge Kinase (Aciditäts- 
zunahme: 0,19 ccm 0,2 n-KOH). 

0.15 ccm der Elution erteilten 0,062 g der Pankreasprobe XIV tryptische Wirkung entspr. 
einer Aciditätszunahme von 0,51 ecm 0,2 n-KOH. sie enthielten also 0,32 k. e. Die gesamte 
Ausbeute in 52 ccm der Elution betrug demnach iti k. e. oder 40% von der vor der Adsorption 
gemessenen Kinasemenge. 

51 ccm der Elution (enth. 109 k. e.) unterwarf man in einer Fischblase unter Toluol während 
15 Tagen der Dialyse gegen fließendes Leitungswasser, darauf weitere 5 Tage gegen fließemles 
destilliertes Wasser ; der dann nach dem Abdampfen auf dem Wasserbad liinterbliebeiie Trocken- 
rückstand betrug 0.0038 g, entsprechend dem Kinase- Wert K. W. — 28,7. 

Auch diese bisher konzentriertesten Kinasepräparate, die Elutionen aus Uran- 
fällung wie aus Tonerdeadsorbat, enthielten noch große Mengen von Begleitstoffeii; 
so fielen mit einer o,5proz. Eösung des Trockenrückstande.s der Tonerdeelution die 
Reaktionen nach Millon und nach Molisch noch positiv aus, die erstere stark, die 
letztere hingegen nur schwach ; auf Zusatz [235] von Pikrinsäure ließ sich in schwach 
essigsaurer EÖsung keine Trübung wahrnehmen. 

4. Zur Trennung von Trypsin und Enterokinase. 

Das Adsorptionsverh alten der Kinase gegenüber Aluniiniumhydroxyd unter- 
scheidet sich, wie die Versuche des vorhergehenden Abschnitts gezeigt haben, wesent- 
lich von dem in der 2. Abhandlung^) beschriebenen des Trypsins, ihre Adsorptions- 

^ Vgl. hierzu die Fußnote i auf S. 233 dieser Abhandlung. 

9 R. WiLLSlÄTTKR undE. WALDScmuDT-LEiTZ, Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar S. 175 
[1922/23]. 
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affinität ist viel stärker ausgeprägt. Es sollte also gelingen, mit Hilfe dieses Adsorbens, 
ähnlich wie bei der Isolierung der pankreatischen Enzyme^ eine Trennung der beiden 
Körper aus Gemischen z. ß. bei einem Überschuß an Aktivator zu erreichen. Der Ver- 
such übertraf die Erwartungen insofern, als es auf diese Weise, durch die Adsorption 
mit Tonerde aus saurer Lösung, sogar gelang, bereits aktivem Enzym einen Teil seines 
Aktivators zu entziehen und es so in der Adsorptionsrestlösung erneut in inaktive 
Eomi überzuführen, während die aus dem Adsorbate mittels alkalischen Phosphats 
gewonnene Elution neben beigemengtem Trypsin beträchtliche Mengen Kinase ent- 
hielt. Das gleiche Ergebnis hatte ein Versuch mit eben maximal aktiviertem Trypsin, 
also mit äquivalenten Mengen Enzym und Aktivator. Diese Resultate führen zu der 
Auffassung, daß es sich bei der Reaktion zwischen Trypsin und Kinase nicht um die 
Bildung einer festen Verbindung, sondern vielmehr eines lockeren Additions- oder 
Adsorptionsproduktes handelt, dessen Lösung schon durch stärker geladene Adsorben- 
tien bewirkt wird. Sie beheben ferner jeden Zweifel an der Aktivatornatur der Entero- 
kinase; denn mit der Annahme eines enzymatischen Umwandlungsprozesses von 
Zymogen zu Enzym für die Aktivierung ist die beobachtete Re-inaktivierbarkeit des 
Trypsins ganz unvereinbar. 

Versuch i (Trypsin mit überschüssiger Kinase). 1,25 g der Pankreasprobe XV beließ man 
mit 1,00 can eines Kinaseauszugs und 40 can Thymolwasser walirend 40 Minuten hei 30° und 
trennte dann mittels [236] der Zentrifuge den Rxtrakt vom Ungelösten. 2,00 ccm des Üxtrakts 
bewirkten nach Vistündiger Einwirkung von a) 0,00, b) 0,05 ccm des Kinaseauszugs Aciditäts- 
zunahme (60 Minuten bei 30°) entspr. a) 0,74 und b) 0,74 ccm 0,2 n-KOH, waren also durch 
Kinase nicht mehr aktivierbar. 

22 ccm des Extrakts wurden nach Zusatz von 0,30 ccm n-Essigsäurc mit 10,0 ccm Tonerde- 
suspension der Sorte C (= 0,150 g ALO3) adsorbiert; das abgeschleuderte Adsorbat eluierte man 
in den Zentrifugengläsern mit 20 ccm „Ammoniumphasphat“. 

Von der Adsorptionsrestlösung bewirkten 3,00 ccm nach Vz ständiger Einwirkung von a) 0,00, 
b) 0,05 ccm Kinascauszug einen Aciditätszuwachs entspr. a) 0,25 und b) 0,55 ccm 0,2 n-KOH. 

Von der Elution bewirkten 2,00 ccm a) ohne Zusatz von Aktivator, b) nach ständiger 
Einwirkung auf 0,062 g der Drüsenprobe IX zusammen mit diesen eine Aciditätszunahme entspr. 
a) 0,38 und h) 0,92 ccm 0,2 n-KOH, während die angewandte Menge der Probe IX für sich allein 
nm: einen Zuwachs an Acidität von 0,09 ccm der Normallösung ergehen hatte. 

Versuch 2 (Trypsin mit äquivalenter Kinasemenge). 2,50 g der Pankreasprobe IX wurden 
mit der zu voller Aktivierung eben ausreichenden Menge von 2,40 ccm eines ammoiiiakalisclieii 
Kinaseanszugs sowie 80 ccm Th3niiolwasser 60 Miimteii lang bei 30° extraliiert, dami wurde durch 
Zentrifugieren vom Ungelösten getrennt. 2,00 ccm dieses Extrakts bewirkten nach Vs ständiger 
Einwirkung von a) 0,00, b) 0,05 ccm Kinaseauszug Aciditätszunahnie entspr. a) 0,77 und b) 0,78 ccm 
0,2 n-KOH. 

Erste Adsorption. 40 ccm des Extrakts, angesäuert mit 0,50 ccm n-Essigsäure, adsorbierte 
man mit 10,0 ccm Tonerdesuspension der Sorte C (= 0,165 g Alz03) und eluierte das einmal 
mit 20 ccm Wasser gewaschene Adsorbat in den Zentrifugengläsern mit 40 can vom ,,Ammoiiium- 
phosphat“. 

2,5occm der Adsorptionsrestlösung bewirkten nach 7 * ständigem Ansatz mit a)o,oo, b)o,05ccm 
Kinaselösung Aciditätszunahme entspr. a) 0,40, b) 0,54 ccm 0,2 n-Lauge. 

Von der Elution bewirkten 2,00 ccm, a) für sich allein bestimmt, b) nach 7* ständiger Ein- 
wirkung auf 0,062 g der Drüsenprobe IX mit diesen zusammen bestimmt, eine Aciditätszunahme 
entspr. a) 0,55 und b) 1,10 ccm 0,2 n-KOH (0,062 g der Probe IX ergaben für sich 0,09 can 
der Tauge). 

Zweite Adsorption. 45 ccm der Restlösung von der i. Adsorption wurden erneut der Be- 
handlung mit 10,0 ccm der Tonerde unterworfen ; das abgetrennte Adsorbat eluierte man nach 


* A. a, 0 . I, und zwar S. 142. 
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dem Waschen mit Wasser mit 40 ccm „Ammoniumphosphat*' und vennischtc 30 can der erhal- 
tenen Elution mit der gleichen Menge der i. Elution. 

Vonder Adsorptionsrestlösung bewirkten 3,00 ccm nach Vistündiger Einwirkung von a) o,(X), 
b) 0,05 ccm des Kinaseauszugs eine Aciditätszunahme entspr. a) 0,20 und b) 0,48 ccm 0,2 n-KOII. 
[237] 2,00 ccm der vereinigten Elutionen bewirkten, a) für sich b'estinunt, b) nach '/jstündiger 
Einwirkung auf 0,062 g der Probe IX zusammen mit diesen bestimmt, einen Ackiitätszuwadis 
entspr. a) 0,65 und b) 1,20 ccm 0,2 n-Eauge. 

Versuch 3 (mit ,, spontan" aktiviertem Trypsin). 1,25 g der Fankreasprobe X\T, die durch 
24stündige Auftewahrung des rohen Brüsenbreies ilire Aktivierbarkeit eingebüßt hatte, extra- 
hierte man mit 40 ccm Thymolwasser während einer Stunde bei 30°. Von der mittels der Zentri- 
fuge abgetrennten Lösut^ bewirkten 2,00 ccm nach Vjstüudiger Einwirkung von a) 0,00 nnd 
b) 0,05 ccm Kinaseauszug eine Aciditätszunahme von a) 0,73 und b) 0,74 ccm 0,2 n-KOII. 

40 ccm der Eösung wurden, mit 0,50 ccm u-Essigsäure augesäuert, der Adsorption mit 
10,0 can Tonerdesuspension C (— 0,150 g AUO3) unterworfen; das Adsorbat wusch mau in den 
Zentrifugengläsern mit 40 ccin Wasser und eluierte es dann mit 40 ccm ..Amnioniumphasphat". 

2,50 ccm der Adsorptionsrestlö.sutig bewirkten nach '/iStündiger Einwirkung von a) 0,00, 
b) 0,05 ccm Kmaselösuiig Aciditäts Zunahme eiitspr. a) 0.37 und b) 0,49 ccm 0,2 n-Lauge. 

Von der Elution bewirkten 2,00 ccm, a) für sich bestimmt, b) nach Vistüiidiger Einwirkung 
auf 0,062 g der Drüsenprobe IX zusanmieu mit diesen bestimmt, eine Aciditätszunahme von 
a) 0,35 und b) 0,66 ccm 0,2 n-KOH. 

Wie aus Versuch 3 hervorgeht, läßt sich auch bei der durch Lagerung aktiv 
gewordenen Drtisensubstanz dem Enzym mit Hilfe dieses Adsorptionsverfahrens ein 
Teil seines Aktivators entziehen, man findet diesen dann in der aus dem Adsorbate 
bereiteten Elution wieder. Hieraus erhellt, daß es sich auch bei‘ der ,, spontanen'' 
Aktivierung des Enzyms in der Drüse nicht um eine enzymatische Bildung des Tryp- 
sins aus einer Zymogenform handeln kann, sondern daß sie vielmehr auf das Ent- 
stehen von Enterokinase aus Bestandteilen der Drüse selbst zurückzuführen ist. 
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93. UBER DIE WIRKUNG 

DER PANKREASLIPASE AUF VERSCHIEDENE SUBSTRATE. 

Von Richard Willstätter und Friedrich Memmen. 

Sechste Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Mitteilung aus dem Chemischen tfaboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

Jklit 4 Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 30. Oktober 1923.} 

Einleitung. 

Da die Lipasewirkungen von der Verteilung des Enzyms und von seinen Begleit- 
stoffen in hohem Maße abhängen, ist es für quantitative Beobachtungen nötig, die 
Lipasen in zum Vergleich geeignete Systeme zu bringen, sei es unter Aktivierung oder 
Hemmung. Nur dadurch lassen sich die Unterschiede im Wirkungsvermögen aus- 
gleichen, die von der Menge und Natur der Begleitstoffe bedingt sind. Die erste und 
die vierte Abhandlung^ dieser Reihe haben Methoden für die Bestimmung lipatischer 
Hydrolysen mitgeteilt, die auf dem Ausgleich der genannten Einflüsse beruhen, und 
zwar für die Spaltung von Fetten und von Tributyrin. Im folgenden werden ähnliche 
Bestimmungsmethoden auch für die lipatische Hydrolyse des Triacetins und des 
Buttersäuremethylesters beschrieben. Für die Analyse lipatischer Enzyme wäre es 
überflüssig, die Verseifung von mehreren, z. B. von vier Substraten zu messen. Allein 
der Vergleich der Geschwindigkeiten, womit die [230] verschiedenen Substrate ge- 
spalten w’erden, ermöglicht es, die Frage der Spezifität lipatischer Enzyme genauer 
zu prüfen als es bisher geschehen ist. Es war noch nicht zu entscheiden, ob dasselbe 
Enzym auf hohe Glyceride und niedrige, auf Ester einwertiger Alkohole wie auf Gly- 
cerinester spaltend wirkt, auf wasserlösliche Ester und auf unlösliche Substrate, Zwar 
sind bereits E. Abderhalden und A, Weil') in ihren „Studien über Lipasewirkung'* 
zu dem Ergebnis gelangt: „Die Unterscheidung einer besonderen Esterase neben der 
die Triglyceride spaltenden Lipase läßt sich nicht mehr durchMiren . . Aber 

^ Diese Zs. Bd. 125, S. 93 [1922/23] und Bd. 129, S. i [1923], 

9 Fermentforscliuüg Bd. 4, S. 76 [1920]. 
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alle vorliegenden Beobachtungen und Messungen ließen sich ebenso gut mit der An- 
nahme verstehen, daß die angewandten Enzymmaterialien ~ in der angeführten 
Arbeit die Pankreasdrüse — Gemische lipatischer Enzyme enthalten haben. 

Die von einander unabhängigen Methoden der Eipasebestimmungen werden nun 
angewandt, um das Verhältnis zwischen den Reaktionsgeschwindigkeiten bei der 
Spaltung der einzelnen Substrate und zwischen den daraus abgeleiteten enzymatischen 
Konzentrationen zu verfolgen, vor allem bei der Reinigung der Pankreaslipase mit 
Adsorptionsmethoden und bei der Wirkungsabnahme unbeständiger wäßriger Enzym- 
lösungen. Dieser Vergleich wird auch auf die Drüsen verschiedener Tierarten aus- 
gedehnt. Die Quotienten der lipatischen Wirkungen auf verschiedene vSubstrate sind 
in einigen untersuchten Beispielen so übereinstimmend ausgefallen, daß dadurch 
die Annahme sehr unwahrscheinlich geworden ist, die Eipase setze sich aus einem 
Gemisch mehrerer Enzyme zusammen, z. B. fett- und esterspaltender. 

Dieses Ergebnis bedeutet, daß die Pankreaslipase in bezug auf die untersuchten 
Substrate keine absolute Spezifität zeigt. Im Sinne absoluter oder qualitativer Spe- 
zifität ist gewiß auch der Satz von E. Abderh.\lden und A. Weie gemeint: ,,Das 
fettspaltende Ferment des Rinderpankreas ist in seiner katalytischen Wirkung un- 
spezifisch, d. h. unabhängig von der molekularen Struktur und der sterischen Iso- 
merie der Fette“. [231] Wenn indessen der Eipase die Fähigkeit zukommt, ver- 
schiedenartige Substrate anzugreifen, so ist doch zu beachten, wie weit ihre quan- 
titative Spezifität reicht. Konfigurationsspezifität ist für Eeberlipase schon in dem 
wichtigen Versuche von H. D. Dakin^ erkannt worden, der aus Mandelsäureestern 
hei unvollständiger Hydrolyse rechtsdrehende freie Mandelsäure neben unangegriffenem 
l-Ester erhalten hat. Und als Strukturspezifität ist es bekannt ^ daß die Pankreas- 
lipase auf Isobuttersäureester und andere Verbindungen mit verzweigter Kohlen- 
stoffkette sehr träge wirkt. Die Eipase zeigt also ausgeprägte quantitative Spezifität. 

Experimenteller Teil. 

I. Hydrolyse eines einfachen Esters (Buttersäuremethylester). 

Wahl des Substrates, 

Um möglichst geringe Enzynimengen bestimmen zu können und durch kurze 
Wirkungszeit sowohl die bei reineren Präparaten in Betracht kommende Enzyni- 
zerstörung während der Versuche zu vermeiden wie zugleich bakterielle Wirkung 
auszuschließen, suchen wir ein Substrat, das durch Eipase besonders leicht und v^oni 
angewandten Puffer möglichst wenig angegriffen wird. 

Methyl- und Äthylacetat werden von Eipase schwierig, vom schwach alkalischen 
Puffer zu stark gespalten. Viel geeigneter ist, wie man aus der grundlegenden Arbeit 
von J. H. Kastle und A. S. Eoevenhartb weiß, Buttersäureäthylester. Dieser wird 

* Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 253 [1904] und Bd. 32, S. 199 [1905]. 

" Siehe E. MOREL und E. TerroinE, C. R. Bd. 149. S. 236 [1909]. 

5 Am. Giern. Journ. Bd. 24, S. 491 [1900]. 


"Willstätter, Enzyme. 
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aber nach unseren Versuchen vom Methylester übertroffen, der in Wasser dreimal . 
leichter löslich ist^. Aus der gesättigten Losung des Methylbutyrats wird i,4nial 
mehr Buttersäure in Freiheit gesetzt als mit der doppelten Enzymmenge aus dem 
Äthylester. 

[232] Beispiel: Vol. 20 ccm, davon 5 ccm 2,5 n-Puffer von = 8,9 (NH3 +NH4CI); Akti- 
vierung durch IO mg Natriumoleat, 10 mg CaCU und 15 mg Albumin, Enzym; Glycerinauszug 
von Pankreasprobe Nr. III. Zeit; 6o^ 

1. Äthylbutyrat mit 0,8 ccm Enzym. 

0,05 ccm Ester 0,92 ccm n/5-KOH (48, 5 % ) ; 0, 1 0 ccm Ester 1,85 ccm KOH (48 ,8 % ) ; 0, 1 5 ccm 
Ester 2,62 caii KOH (46,0%); 0,20 caii Ester 2,80 ccm KOH (37,0%); 0,50 ccm Ester 2,75 ccm 
KOH (14,5%). 

2. Methylbutyrat mit nur 0,4 ccm Enzym. 

0,063 ccm Ester 0,54 ccm n/^-KOH (19,7%); 0,125 ccm Ester 1,36 ccni KOH (24,8%); 
0,250 ccm Ester 2,58 ccm KOH (23,4%); 0,500 ccm Ester 3,90 ccm KOH (17,7%); 1,000 ccm 
Ester 3.98 ccm KOH (9,0%). 

Während in der vor kurzem veröffentlichten Untersuchung von F. Knaifx- 
Lenzi) auffallenderweise die Hydrolyse von Äthylbutyrat durch Leberlipase umgekehrt 
proportional der Substratkoiizentration verlief, zeigt sich hier unter den Versuchs- 
verhältnissen ausgleichender Aktivierung ProportionaHtät des Umsatzes mit der 
Substratkonzentration. 

Aus unseren Versuchen ergibt sich ferner, daß nur der gelöste Anteil des Esters 
reagiert und daß das Ungelöste ohne Einfluß ist. 

Tabelle i . 

Spaltung von Buttersäure- und Isobuttersäurecstern. 

(Vol. 20 ccm, davon 5 ccm 2,5/ti-Puffer von pn = 8,9; 10 mg Natriumoleat, 10 mg CaCL.) 


Xr, 

Enzym mg 
(Pankreasindver 

Substrat 

Zeit 

m/s -KOH 


Xr. III) 


Stdn, 

ccm 

I 

50 

Äthyl-n-butyrat 0,5 ccm 

4 

5.90 

2 

— 

M -n- ,, 0,5 ,, 

4 

0,25 

3 

50 

,, -i- „ 0,5 

4 

0,36 

4 

! 

-i- „ 0,5 

4 

; 0,22 

s 

50 

Tributyrin 0,2 

2 

6,21 

6 

1 — 

,, 0,2 „ 

2 

0.39 

7 

50 

Triisobutyrin 0,2 ,, 

4 

2,05 

8 

1 — 

>> 0,2 ,, 

i 4 

! 0^36 


Die noch leichter löslichen Ester der Isobuttersäure sind als [233] Substrate 
ungeeignet, da sie nach L. MoREb und E. Terroine^] und nach P. Rona und Z. Bien^] 
von Lipase äußerst träge angegriffen werden. Zusatz unserer Aktivatoren hat darauf 
keinen Einfluß, wie sich aus vorstehendem Vergleich (Tab. i) von Äthylbutyrat 
und Tributyrin mit den Isoverbindungen und aus ähnlichen Beobachtungen mit 
dem Methyl- und Amylester ergab. 

*> Nach J. Traube löst sich Methylbut3rrat in 55 — 65, Äthylbutyrat in 190 — 2 10 Teilen 
WaSvSer, Ber. Bd. 17, S. 2294, und zwar S. 2304 [1884]. 

0 Arch. für exp. Pathol. Bd. 97, S. 242 [1923]. 

C. R. Bd. 149, S. 236 [1909). 

*] Biochem. Zs. Bd. 64, S. 13 [1914]. 
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Aktivierungserscheinungen. 

Für die lipatische Hydrolyse der in Wasser gelösten, einfachen Ester unter- 
suchten wir, wie bei der Fettspaltung ^ und bei der stalagmometrisch gemessenen 
Tributyrinhydrolyse^ die Aktivierungserscheinungen mit der Absicht, die Bestimmung 
von den Einflüssen der natürlichen Begleitstoffe unabhängiger zu machen. 

Dies ist erstens für kinetische Untersuchungen nötig. Man muß z. B. bei wechseln- 
den Konzentrationen von Substrat und Enzym wie in dem angeführten Versuch von 
F. Kkappp-Eenz die aktivierenden und hemmenden Wirkungen von Begleitstoffen, 
da zugleich auch ihre Konzentrationen variiert werden, berücksichtigen. 

Die ausgleichende Aktivierung ist zweitens erforderlich für die vergleichende 
Analyse einer Lipase im Verlaufe der Reinigung, also bei wechselndem Gehalt an 
natürlichen Begleitstoffen. 

Drittens ist der Vergleich verschiedener Lipasen, z, B. der Vergleich verschie- 
dener Organe und Gewebe nur bei möglichst vollständigem Ausgleich in bezug auf 
Aktivierung und Hemmung zulässig. Die Angaben von J. H. Kastle und A. S. LoE- 
VENHART und vou Späteren Forschern 5 über Lipasegehalte von Leber, Pankreas, 
Niere und anderen Drüsen und über die Lipasemengen bei verschiedenen Tieren 
sind in hohem [234] Maße gefälscht durch die ungleichmäßige natürliche Aktivierung oder 
Hemmung. Die Pankreaslipase ist bei Kastle und Loevenhart für die Buttersäure- 
esterspaltung nicht aktiviert, die Leberlipase steht dagegen unter dem Einfluß der 
Galle. Dadurch erklärt sich, daß nach Kastle und Loevenhart*) die Leber des 
Schweines etwa 3 mal stärker lipatisch wirken soll als Pankreas. Nach unseren Be- 
obachtungen ist die Leber ärmer an Idpase als die Pankreasdrüse. 

Einfache Ester werden im allgemeinen von Pankreaslipase wenig, von Leber- 
lipase, da diese von natürlichen Aktivatoren begleitet ist, verhältnismäßig günstig 
gespalten. Die Anwendung der Aktivatoren bietet den weiteren Vorteil, daß die 
erforderlichen Enzymmengen herabgesetzt werden; die enzymatische Leistung auch 
der pankreatischen Lipase wird nämlich auf etwa das Zehnfache gesteigert. 

Einige Versuche über die Wirkungen von Seife, von glykocholsaurem Salz, von 
Calciumcblorid und Albumin werden in der Tab. 2 mitgeteilt. Die Verseifung wird 
von Natriunioleat und von Glykocholat aktiviert und diese beiden Aktivatoren wirken 
kombiniert additiv (Vers. Nr. lo). Calciumchlorid ergibt mit Seife (Nr. 14) viel gün- 
stigere Kombinationswirkung (eine potenzierte) als mit Glykocholat (Nr. 12). Die 
bedeutendste Aktivierung ist mit Albumin -f Natriumoleat + Calciumchlorid (Nr. 15, 
16 und 17) erzielt worden; die schon sehr günstige Wirkung des Calciumoleats ist noch 
wesentlich gesteigert. Albumin übt also bei dem einwertigen Ester einen wesentlich 
anderen Einfluß aus als bei den Glyceriden; denn die Spaltung von Tributyrin und 

3 I. Abh. ^ IV.Abh. 

5 Siehe besonders P, Saxl, Biochem. Zs. Bd. 12, S. 343, und zwar vS. 355 [1908]. 

Am. Cheni. Journ, Bd. 24, S. 491, und zwar S. 493 [1900]. 
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Triacetin wird bei alkaliscber Reaktion von Albumin gehemmt und unter Aktivierung 
durch Calciumoleat wird sie durch Albumin nicht beeinflußt. 

In den analytischen Angaben der Tab, 2 (und auch in den nachfolgenden) sind 
von dem Werte für verbrauchtes KOH und gefundene Spaltung die Zahlen des Teer- 
versuchs (in Tab. 2 0,17 ccm KOH und 2% Spaltung) abgezogen. Die im Stabe 
,, Aktivierungseffekt'* angeführten Werte sind nur ungefähre [235] Schätzungen.' Die 
Spaltung ohne Zusätze (4,6%) liegt ihnen zugrunde, aber diese ist mit beliebiger, 
roher Tipase ermittelt und hängt von Menge und Art ihrer Fremdstoffe ab. 

Tabelle 2. 

Hydrolyse von Met hylbutyrat unter Aktivierung. 

(Vol. 20 ccm, davon 5 ccm 2,5/n-Puffer von NH 3 + NH4CI [i : 2, == 8,9]; 0,2g Ester; 

0,8 ccm Glyc.-Lösung der Pankreasprobe Nr. III ; Zeit 60 ' j 30 °. ) 


Nr. 

Natriumoleat 

CaO, 

Natriumglyko- 

cholat 

Albumin 

n/5-KOH 

Spaltung 

Aktivierungs- 

effekt 


mg 

mg 

mg 

mg 

ccm 

% 

etwa % 

I 






_ 

0,40 

4.6 

— 

2 


— 

— 

— 

0,74 

8 . 5 , 

80 

3 

5.0 

— 

— 

— 

0,67 

7.7 

70 

4 


— 

1.25 

— 

0,66 

7.5 

60 

5 

— 

— 

2.5 

— 

0,60 

6,9 

50 

6 

— 

— 

5,0 

— 

0,60 

6,9 

50 

7 

— 

— 

20,0 

— 

0,60 

6,9 

50 

8 

— 

1.25 

— 

— 1 

0,66 

7.5 

60 

9 

— 

10,0 

— 

— 

0.53 

6,1 

30 

10 

5.0 

— 

5.0 


1.58 

r8,i 

290 

II 

— 

— 

10,0 

15.0 

0,84 

9,6 

' HO 

12 

— 

10,0 

10,0 

— 

0,80 

9.1 

100 

13 

10,0 


— 

15.0 

! 1.90 

1 21,7 

370 

14 

10,0 

10,0 

— 

— 

j 2,30 

! 26,3 

470 

15 

10,0 

10,0 

— 

7.5 

2,50 

28,6 

510 

16 

10.0 

10,0 

— 

15,0 

! 3.30 

37,8 

700 

17 

10,0 

10,0 

— 

30.0 

! 3.54 

40,5 

780 


Auch Glycerin in größeren Konzentrationen aktiviert die Hydrolyse des Esters 
wie die von Olivenöl, und dieser Einfluß, der seinem Wesen nach vielleicht ein ganz 
anderer ist als die Wirkung der in sehr kleinen Konzentrationen angewandten Akti- 


Tabelle 3. 

Einfluß von Glycerin auf die Butyratspaltung. 
(2,40 ccm Glyc.-I/ösut^ aus Pankreasprobe Nr. III.) 


Glyceringehalt 
der Flüssigkeit 

■% 

Zeit 

(Min.) 

Spaltimg 

% 

1 AkÜvicnmgs- 
1 effekt 

1 % 

0 

30 

11.7 

i __ 

0 

60 

18,8 

i _ 

0 

120 

27.4 

j — 

33 

; 30 

14,2 

37 

33 

60 

25*8 

1 37 

33 

; 120 

36.4 

37 

60 

30 

19.7 

1 * 82 

60 

60 

34.1 

1 82 
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vatoren tritt noch bei Gegenwart von Calciumoleat zutage. Auf Zusatz von 33% 
Glycerin zum Bestimmungsgemisch, das außer den andern Aktivatoren noch Albumin 
enthielt, erfolgte (Tab. 3) eine weitere Steigerung. Für die Versuche der Tabelle 
diente der im folgenden Abschnitt eingeführte Bestimmungsansatz, jedoch unter 
Zusatz von 120 mg Albumin. 

[236] Bestimmungsmethode. 

Die Bestimmungsmethode soll für die Lipase von dem rohen Zustand des natür- 
lichen Vorkommens bis zu den aus Adsorbaten gewonnenen, vielfach reineren Elu- 
tionen anwendbar sein. Da sich die verdünnten, wenig haltbaren Elutionen durch 
Zusatz von Glycerin stabilisieren lassen, so ist es zweckmäßig, für die analytische 
Methode als Medium ein an Glycerin reiches Gemisch zu verwenden, um so mehr, 
als die Lipasewirkung durch das Glycerin so bedeutend gesteigert wird. 

Die Hydrolyse wird bei schwach alkalischer Reaktion, nämlich mit Ammoniak- 
Salmiak-Puffer von = 8,9 ausgeführt und zwar bei 30®. Zur Aktivierung dient 
dabei Natriumoleat mit Calciumchlorid. Es wäre, um die Methode zur Analyse von 
Drüsenmaterial und andern rohen Präparaten anzuwenden, besser, die Aktivierung 
durch Zusatz von Albumin zu vervollständigen, was in unseren Versuchen noch nicht 
geschehen ist. Ohne ausgleichenden Zusatz von Albumin wird beim Vergleich von 
stark proteinhaltigen Präparaten und von reinerer Lipase die Wirksamkeit der ersteren 
zu hoch gefunden. 

Ausführung. Von neutral reagierenden reinem [237] Methylbutyrat wurden 
0,8 g (= 0,007 Mol) im 100 ccm-Meßkolben mit 75 ccm eines auf 30 ® erwärmten 
Gemisches aus gleichen Teilen von Wasser und 87 proz. Glycerin sowie mit 20 ccm 
NHj + NH4C1-Puffer (1:2; 2,5n) versetzt. 

Die Auflösung des Esters unterstützt man durch Schütteln. Dann wird die Enzym- 
probe, das Natriumoleat (2 ccm = 40 mg) und das Calciumchlorid (i ccm = 40 mg) 
zugefügt und das Kölbchen in den Thermostaten gestellt. Auf Zusatz von Calcium- 
chlorid hat sich ölsaurer Kalk in feiner Verteilung ausgeschieden, er soll während 
der Bestimmung nicht ausflocken. 

Dem fertigen Verseifungsgemisch werden zu Anfang 20 ccm mit der Pipette 
entnommen, die man in ein mit Wasser und 25 ccm "/5-Salzsäure beschicktes Gefäß 
einträgt und mit "/5-KOH unter Zusatz von 12 Tropfen 0,5 proz. I.ösung von Brom- 
kresolpurpur^ zurücktitriert. Nach 60 Minuten, besser zur Kenntnis des Reaktions- 
verlaufs nach etwa 30,’ 60 und 80 Minuten, entnimmt und titriert man je 20 ccm, um 
aus den gefundenen Zahlen nach Abzug der in gleichen Zeiten vom Puffer allein be- 
wirkten Spaltung den genauen Wert für 60 Minuten zu interpolieren. 

Reakfionsverlauf; Einheit. Die unter diesen Bedingungen mit wechselnden 
Mengen von getrocknetem Schweinepankreas (Nr. III) in verschiedenen Zeiten er- 

^ Vgl. W. M. CnARK, The^Determination of Hydrogen Ions, Baltimore 1920, S. 45, 63, 
65, 66; und zur Darstellung H. A. Lobs und W. M. Ci^ark, J. Wash. Acad. Sei. Bd. 6, S. 481 [1916]. 
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zielten Spaltungen geben die Tab. 4 und die Abb. i wieder. Aus diesen Versuchen 
ergibt sich, daß das Produkt von Enzymmenge und Zeitdauer für einen gewissen 
Grad der Verseifung nicht genau konstant ist. Die Hydrolyse in längerer Zeitdauer 
ist etwas im Nachteil, anscheinend infolge von Knzymzerstömng unter dem Einfluß 
von Puffer und Ester zusammen. 

Analog der lipa tischen Fettspaltung bei wechselndem stalagmo- 

metrischen Tributyrinspaltung ^ wird eine Einheit gewählt und als k.'E. be- 
zeichnet. 

[238] Eine Iv.'E. sei diejenige Eipasemenge, die in ^5 Versuchsansatzes, nämlich 
in 20 ccnF) enthalten ist und die unter den angegebenen Bedingungen der ausgleichen- 
den Aktivierung in 60 Minuten 25 % des Methylbutyrats spaltet. Wie aus der Tab. 4 
und aus der Abb. i ersichtlich, ist i E/E. in 15 mg der getrockneten Pankreasprobe 
Nr. III enthalten, da von diesem Organmaterial 10 mg in 60 Minuten etwa 20%, 
20 mg 31% Ester spalten. In den untersuchten Eipasepräparaten entsprach im all- 
gemeinen I E.'E. ungefähr einer E.E* (sie war etwas mehr, nämlich 1,2 E.H.). Zur 
Ermittlung einer Eipasemenge aus der gemessenen Butyratspaltung dient die Abb. 2, 


Tabelle 4. 

Zeitlicher Verlauf der Ksterspaltung mit verschiedenen Enzymmengen. 


Nr. 

mg Trocken - 
pulver III in zo ccm 
d. i. Vs des Versuchs 

Zeit 

in Minuten 

a/5-KOH 
für je zo ccm 

Spaltung 

% 

E 1 

1,25 

60 

0,21 

3,0 

2 

1,25 

ISO 

0.48 

6,9 

n. 3 

2,50 

70 

0,49 

7,0 

4 

2,50 

143 

0,76 

10,9 

ni, 5 

5.00 

47 

0,62 

8,9 

6 

5,00 

90 

1 1.03 i 

i 4>7 

7 , 

5,00 

173 , 


22,6 

IV, 8 

10,00 

33 1 

' 0,86 

12,3 

9 1 

10,00 

1 56 

1,31 

18,7 

10 

1 10.00 

122 

i 2,19 

31.3 

V. n 1 

^ 20,00 

32 

i 1.55 

22,1 

12 

20,00 

81 

1 2,72 

38,9 

VE 13 

40,00 

31 

1 2,60 

1 37,2 


welche die durch verschiedene Enzymmengen im Bereiche von 1:16 in 60 Minuten 
erzielten Spaltungen darstellt. Da hiernach ebenso wie in der Untersuchung von 
F. Knabfu-Eenz^) der Spaltungsgrad der Enzymkonzentration annähernd [239] pro- 
portional ist, findet man am einfachsten den Wert eines Präparats in E/E., indem 
man den Prozentbetrag der Esterspaltung durch 25 dividiert. 


* I. Abh., S. 115. 

3 IV. Abh., S. 23. 

*) Die Hydrolyse erfordert also in 20 ccm des Ansatzes etwa ebenso viel Eipase wie die 
Bestimmung mit Olivenöl. 

A. a. 0 . S. 247. 
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Abb. I. Verseifungsgeschwindigkeit der Methyl- Abb. 2. Lipaseuicnge und Spaltungs- 
but3rratspaltung mit verschiedenen ly ipaseni engen. grad. 

II. Hydrolyse von Triacetin. 

Aktivierung. 

Die verschiedenen Zusätze üben einzeln und kombiniert denselben Einfluß aus 
wie bei der Verseifung des Tributyrins (Tab. 5)> Reaktion wird durch gallen- 
saures und ölsaures vSalz wesentlich beschleunigt und zwar schon bei sehr geringen 

Tabelle 5. 

Triacetinspaltung mit Aktivatorcn. 

^Vol. 16 ccm, davon 2 ccm 5n-Puffer von NH5 -f- NH4CI [1:2; pu — S. 9 d. 3 ^^^ TriaccUu, 
0,8 ccm Glyc.-Työsung der Pankreasprobe Nr. III; Zeit = 60'; 30*^.) 


Xr. 

Xattiuraoleat | 

Natrium - 
glykocliolal 

* i CuClj 

Albumin 

0,5 n-KOH 

Spaltung 

Aklivk-rungs* 

effckt 


mg 1 

mg 

mg 

mg 

t-cm 

% 

ca. % 

1 

i 


' ; 

— 

0,34 

4.1 


2 

i 

2.5 

— i 


0,69 

8.4 

lüO 

3 

i 

5-0 

— 

— 

0,79 

9,6 

130 

4 

i 

10,0 


— 

0,51 

6,2 

50 

5 

i 

20,0 

j 

— 

0,52 

6,3 

50 

6 

1,0 

— 

i 


1,16 

U.i 

250 

7 

1,25 

— 


— 

1.27 

15.4 

270 

8 

2,5 

— 

— 1 

— 

1,19 

14.4 

250 

9 

5^0 

— 

— 

— 

1,01 

12,2 

200 

IO 

10,0 ^ 

— 

i 


T.12 

13.6 

230 

II 

' 25,0 1 

— 

1 ! 

1 

1 ,09 

' 13.2 

220 

12 

5O/O ; 

— 

, — j 

— 

1 0,99 

12,0 

190 

U 

100,0 1 

— 

— ' 

— ! 

0,88 

j 10,7 

160 

14 

200,0 

— 

— ; 

— 

! 0,56 

6,8 

70 

15 

; 

— 

iü,0 ; 

— 

0,7 1 

i 8.7 

1 T 10 

16 



— 

20,0 1 

— 

0,69 

1 8,4 

! UX> 

17 

' I/D ,0 

— 

10,0 i 


2,74 

1 33.2 

710 

18 

1 10,0 

— 

10,0 1 

— 

2,74 

1 33.2 

710 

19 

i 10,0 

— 

i — i 

15,0 

2,29 

i 27,7 

570 

A 

‘ Die Tab. =; 

enthält 

im Ofiginaldruck 

einen Schreibfehler, der 

hier berichtigt ist\ die Be- 

Zeichnung der Stäbe 

,,CaClx' 

und ,,Natriumglykocholat” wurde vertauscht. 
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Konzentrationen und in langsam abnehmendem Maße bei steigender Konzentration 
der Aktivatoren. Beim Tributyrin aktivieren Glykocholat und Oleat gleichmäßig 
um 200 % , beim Triacetin Glykocholat um 100, Ölsaures Natrium um fast 300 % . Dieser 
Unterschied dürfte nur auf das Zusammenwirken der beiden Seifen mit den Protein- 
substanzen zurückzuführen sein. Da die Triacetinverseifung alkahmetrisch bestimmt 
wird, sind viel größere Enzymproben anzuwenden als bei der stalagmometriscHen 
Methode ; es -trifft also mehr Protein auf dieselbe Menge zugefügten Aktivators. 
[240] Die Wirkung der Seife wird wieder bedeutend gesteigert durch Zusatz von 
Calciumsalz oder von Albumin; aber die Aktivierung durch Calciumoleat läßt sich 
mit Albumin nicht weiter steigern. Dies ist wie beim Tributyrin, aber anders als beim 
Buttersäuremethylester (Tab. 6). 

Tabelle 6. 

Triacetinspaltung, durch Calciumoleat aktiviert, unbeeinfluTit durch Albumin. 
(Dieselben Bedingungen wie Tabelle 5, aber mit 10 mg Natr. oleat lomgCaCh.) 


Glyc. -Auszug 

Xr. II 

ccm 

-Ubumin 

mg 

! 

Spaltung 

% 

0,10 

— 

18,7 

0,10 

15.0 

17,5 

0,05 

! — 

10,4 

0,05 

7,5 

9-9 


Bestimmungsmethode und Reaktionskinetik. 

Die Wirkung der Lipase auf Triacetin wird ganz analog der Butyratspaltung 
gemessen, also in schwach alkahscheni, glycerinhaltigem Medium bei 30 ° mit 1,32 ccm 
Triacetin 0,007 ^^ 1 ) nnter Zusatz von 40 mg Natriumoleat und 40 mg Cafcium- 
chlorid. Aus dem Ansätze von 100 ccm werden z. B, nach [241] 25 und 35 Minuten 
Proben titriert. Die von den gefundenen Alkalimengen abzuziehenden Anteile, die auf 
Spaltung durch Puffer entfallen, sind beim Triacetin erhebhch. Die Spaltung durch 
Puffer beträgt nämlich in 20 Minuten 1,6, in 30 Minuten 2,4 und in iio Minuten 9% 
gemäß der Linie P in Abb. 3. 

Diejenige Enzymmenge in 40 ccm^ des Verseifungsgemisches, die in 30 Minuten 
10% der Essigsäure in Freiheit setzt, wird als Einheit (L."B.) gewählt. Dann ent- 
spricht I L."E. ungefähr i L.E. (genauer 0,92 L.E.). Die Zahl der L."E. in 40 ccm 
Verseifungsansatz ergibt sich gemäß der Abb, 4 annähernd gleich ^/lo vom Prozent- 
betrage des gespaltenen Triacetins. 

Der zeitliche Verlauf der Triacetinspaltung bei ausgleichender Aktivierung wurde 
mit wechselnden Mengen einer Glycerinlösung von Pankreaslipase (aus Pr. Nr. III) 
geprüft (Tab. 7 und Abb. 3). In den Ergebnissen ist es auffallend, wie sehr die Ge- 
schwindigkeit der zunächst rasch einsetzenden Hydrolyse sich während der Versuchs- 
zeit vermindert. Nach etwa 80 Minuten ist fast nur noch die Spaltung durch den 

* Die Einheit wird in diesem Falle zweckmäßig auf 40 ccm des Ansatzes bezogen, um sie 
der E.E. anzunähern. 
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Puffer allein nachweisbar. Man könnte demnach die Analyse einfach auf den in 
120 Minuten erzielten Endwert, der für [242] jede Enzymmenge ein bestimmter ist, 
gründen, wenn nicht die Korrektur für die Pufferspaltung zu bedeutend wäre. 



Abb. 3. Hydrolyse des Triacetins mit 
verschiedenen Etizyniinengcn. 


Abb. 4. Euzymnieiigcii und Grad 
der Triacetinspaltung. 


Tabelle 7. 

Zeitlicher Verlauf der Triacetinspaltung mit verschiedenen Iripaseniengen. 


Xr. 

Glyc.-F.rtr. 

Xr. II r 
in 40 ccm 

Zeit 

Mitiuteii 

s-KOn 

ccni 

Spaltung 

% 

I. 1 

0.040 

36 

0,31 

1,48 

2 

0,040 

70 

0,49 

2,33 

3 

0,040 

I2I 

0,52 

2,50 

IE 4 

0,080 

27 

0,57 

2,72 

5 

0,080 

] 73 

0,96 

4.57 

IIE 6 

o,t 6 o 

1 23 

0,89 

4.23 

7 

0,160 

42 

Ü 3 I 

6.24 

8 

0,160 

! 80 

1 

1,70 

! 8,28 

IV, 9 

! 0,320 

20 ' 

Ü 47 

i 7,00 

IO 

0,320 

' 54 

2,56 

12.20 


Der beobachtete Reaktionsverlauf fügt sich annähernd der Schütz sehen Regel, 
was schon beim Monobutyrin mit Serumlipase von H. PiGhini • (titrimetrisch) sowie 
vonP. RoNAund J.Ebsen^ (stalagmometrisch) gefunden worden ist und was [243] auch 
mit den neuen Messungen von F. Knafkl-Eenz bei der Tri- und Monobutyrinspaltung 
durch Eeberlipase in Einklang steht. Wir finden in einem größeren Abschnitt des 
Spaltungsverlaufs die aus der Gleichung x ^ k]U für k berechneten Werte konstant; 
z. B. ergibt sich aus der Kurve III in Abb. 3: 


16 Minuten 

3.2% 

Spaltung ; k — 0,80 

25 

4 , 5 % 


k = 0,90 

36 

5 . 6 % 


k = 0,93 

49 

6,7 % 


k = 0,96 

64 

7,6% 


k = 0,95 

81 

8.4% 


k = 0,93 

100 

8 . 9 % 


k = 0,89. 


i]. * Biochem. Zs. Bd. 39. S. 21 [1912]. 


^ Biochem. Zs. Bd. 33, S. 190 [191 
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Ein solcher Reaktionsverlauf bedeutet, daß die Wirkung des Enzyms gesetz- 
mäßig fortschreitend verringert wird, sei es, wie S. Arrhenius * nachgewiesen hat, 
durch Hemmung, welche gebildete Spaltprodukte ausüben können, sei es durch Enz>in- 
zerstörung. Man sieht im Falle des Monobutyrins, daß bei niederen Glyceriden der 
Verlauf nach der Schützschen Regel nicht auf Enzymhemmung beruht, denn weder 
Glycerin noch Buttersäure in alkalischem Medium vermag die lipatische Monobutyrin- 
spaltung zu hemmen. Vielmehr glauben wir im vorliegenden Falle die Erklärung 
in Enzymzerstörung zu finden, die unter den Reaktionsbedingungcii durch die Wirkung 
des Substrats erfolgt. Der Puffer allein bedingt keine erhebliche Schädigung des 
Enzyms. Da die Hydrolyse ohne Aktivierung sehr träge verläuft, kann man das 
Verhalten des Enzyms gegenüber dem Substrat bei Gegenwart von Puffer und Gly- 
cerin untersuchen. Man fügt zum Versuchsansatz erst nach einer gewissen Dauer 
die fehlenden Aktivatoren hinzu und vergleicht die darauf eintretende Hydrolyse 
mit derjenigen ohne solche Vorbehandlung. Dabei zeigt sich (Tab. 8), daß schon in 
I bis 2 Stunden über 8o bis 90% des Enzyms verloren gehen. Versuche mit langer 
Zeitdauer sind daher reaktionskinetisch und analytisch unbrauchbar. Die Zersetzung 


des Enzyms unter diesen Bedingungen scheint sogar von seinem Reinheitsgrad nur 


wenig abzuhängen. 


[244] 


Tabelle 8. 

Schädigung der bipase durch Triacetin + Puffer [pn = 8,9). 


Ijpase 

Verseilungsgemiscli iniL Puffer 
und Glycerin 

j Spaltung 

T 

Schädigung 

i % 

12,5 mg Pulver III 

i ohne Vorbehandlung 

4.2 

! 

dasselbe Pulver 

■ nach 65' Stehen mit Triacetin j 

i 

: 88 

0,4 ccm Glyc.-Ausz. III 

: ohne Vorbehaiidhtng 

5 4.9 

i — 

derselbe Auszug 

j nach 100' Stehen mit den Aktivatoren 

i 4.5 

1 (8) 

derselbe Auszug 

nach 100' Stehen mit Triacetin 

1 0,5 

' 90 

25 ccm Elution 

ohne Vorbeliandlung 

^ 4.3 

j 

dieselbe Elution 

nach 30' Stehen mit Triacetin 

: 2,9 

i 33 


Allgemein sind stark kapillaraktive Stoffe wie Aceton und besonders Amyl- 
alkohol imstande, nicht nur die lipatische Reaktion bedeutend zu hemmen, sie schä- 
digen auch das Enzym. Nach der Tab. 9 macht es viel aus, wenn der Verseifungsansatz 
vor dem Einträgen der Aktivatoren mit einer kleinen Menge Amylalkohol stehen bleibt. 


Tabelle 9. 

Einfluß kapillaraktiver Stoffe auf Lipase. 
(Mit 2,0 ccm Glycerinauszug II. Zeit; 30'.) 


Vorbehandlung i 

Spaltung j 

% 

Schädigung 

% 

ohne Vorbehandlung 

15.4 j 

' — 

nach 30" Stehen mit Puffer 


(2) 

mit jo% Aceton sofort best j 

1 8,5 

— * 

nach 30' Stehen mit 10% Aceton + Puffer , . 

' 7.3 

14 

mit 2% .Amylalkohol sofort best 

5.8 

— 

nach 30' Stehen mit 2 % Amylalkohol 4- Puffer. 

i 3.6 

38 


Medd. Nobel-Inst. Bd. i, Nr. 9 [1908]. 
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III. Wirkungsverhältnis lipatischer Präparate gegenüber verschiedenen Substraten. 

Die analytischen Methoden, die sich auf die verschiedenen Substrate beziehen, 
sind ohne Rücksicht auf die Frage ausgearbeitet, ob es ein und dasselbe lipatische 
Enzym ist, das [245] Fette und niedere Glyceride und die Ester einwertiger Alkohole 
spaltet. Mittels dieser Bestimmungsmetlioden soll nun geprüft werden, ob sich das 
Geschwindigkeitsverhältnis, das sich aus den Spaltungen verschiedener Substrate 
ergibt, wesentlich ändert im Verlauf der präparativen Reinigung, wobei verschiedene 
Enz^^me von einander getrennt werden, oder während des Alterns von Präparaten, 
wobei der Enzymgehalt sinkt. Außerdem sind durch den Vergleich der Wirkung 
auf mehrere Substrate Aufschlüsse zu suchen über die Identität der hipasen ver- 
schiedener Tiere und aus ihren einzelnen Organen. Allerdings darf die Methode der 
Zeitwertquotienten nur mit den durch die Untersuchungen von R. Kuhn’ ,,Über 
Spezifität der Enzyme" klargelegten Einschränkungen zu Schlußfolgerungen über 
Identität oder Verschiedenheit von Enzymen herangezogen werden, Ergeben die 
Wirkungsverhältnisse der Lipasen von verschiedener Herkunft für die genannten 
Substrate antiähernde Übereinstimmung, dann ist gewiß kein Grund vorhanden, 
Enzymverschiedenheit anzunehmen. Differieren aber die Zeitwertquotienten, so 
können Begleitstoffe Schuld tragen au Änderungen der Affinität des Enz3mis zu den 
Substraten. 

Einige Bestimmungen der mittels der Substrate Olivenöl, Triacetin und Butter- 
säureester gefundenen Lipasekonzentrationen sind in der Tab. 10 angeführt. Die 
Versuche Nr. r bis 3 zeigen, daß sich das Verhältnis von L.'E. und L/'E. zu L-E. 
bei der Reinigung der Pankreaslipase durch Extraktion mit Glycerin sowie durch 
mehrmalige Adsorptions- und Ehitionsvornahmen wenig ändert. Die Meth^dbutyrat- 
spaltungen bei Anwendung der getrockneten Drüse dürften durch den nicht genügend 
ausgeglichenen Einfluß von Proteinsubstanzen etwas zu hoch gefunden sein. Die 
Quotienten bleiben auch ganz konstant im I^aufe der Enzymzerstörung, nämlich bei 
einer Abnahme um 80%, die beim Verdünnen einer Glycerinlösung von Lipase mit 
viel Wasser und zweitägigem Aufbewahren eintrat (Nr. 5)- 

Die in unserer 2. Abhandlung beschriebenen Proben Nr, I und III von Sehweine- 
pankreas zeigen unter einander [246] größere Differenzen als z. B. die Pankreasprobe 
Nr. III und die Pankreashpase des Pferdes (Nr. 6). 

Nur eine größere Abweichung ist beim Schafspankreas gefunden worden. Das 
Verhältnis der Öl- und Triacetinspaltungen ist hier zwar genau gleich wie bei dem 
zumeist angewandten Präparat von Schweinepankreas, aber der Quotient aus Öl- 
und Butyratspalhmg ist zu hoch. Es scheint ein aktivierender Begleitstoff vorhanden 
zu sein, det gewöhnliche Eiweißkörper übertrifft und gegenüber dessen Einfluß unsere 
Anordnung der ausgleichenden Aktivierung nicht genügt. 

’ Diese Zs. Bd. 125, S. i u. 28 [1922/23]; R. WinusrÄTtER, R. Kuhn und H. Süboika, 
diese Zs. Bd. 129, S. 33 [1923] [Abhandhmgen 80, 8r und 83). 
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Tabelle 10. 




1 Substrate j 

[ Quotienten 

Nr. 

Enzympräpanit 

Oliven- 

Methyl- 

butyrat 

L'E. 

Tri- 

acetin 

LU 

L"E. 



LE. 

E.E. 

L.E. 

I 

50 mg tr. Pankr. pulv. III (Schwein) 

4,12 

3,75 

4.13 

0,91 

1,00 

2 

Glycerinauszi^ aus demselben; i ccm 

2,93 

2,40 

2,65 

0,82 

' 0,95 


dasselbe, Elution nach 2 mal. Tonerdeads., 75 ccm . . . 

3.30 

2,85 

2,61 

0,85 

0.83 

4 

Glycerinauszug aus Pankr. (Schwein Nr, IV) i ccm . . 

•3.20 

2,60 

2.80 

0,81 

0,90 

5 

dasselbe nach 48 Stunden Stehen in verdünnter Lösung 

0.59 

0,45 

0,05 

0,77 

0,90 

6 

Glycerinauszug aus Pankr. (Pferd Nr, I) 

2,07 

2,05 

1,92 

1,01 1 

0.93 

7 

50 mg tr. Pankr. pulv, I (Schwein) 

4,40 

7,20 

6,55 

1,64 

1,50 

8 

GlJ^cerinauszug aus Pankr. (Schwein Nr, i), i ccm . . 

3,33 

4,05 ^ 

4,65 

1,21 

1.40 

9 

50 mg tr. Pankr. pulv. (Schaf Nr. I) 

0,93 

2,80 

0,93 

3,01 i 

1,00 

10 

Glycerinauszug aus Pankr. (Schaf Nr. I), i ccm . . . 

L13 

2.6s 

1,05 

2,34 

0.93 

11 

dasselbe, Elution aus Tonerdeads., 50 ccm ...... 

1,73 

4,10 ^ 

1,60 

2,34 

0,93 
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94. VERGLEICH VON MAGENLIPASE MIT PANKREASLIPASE. 

Von Richard Wjllstätter und Friedrich Memmen. 

Siebente Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 30, Oktober 1923.) 

Einleitung. 

Unsere Untersuchung beabsichtigt, die Lipase des Magens zunächst an einem 
Beispiel, dem Magen des Schweines, mit der Pankicaslipase zu vergleichen. Da die 
Angaben der Literatur widerspruchsvoll und unsicher erscheinen, suchen wir mit 
den neuen Methoden ^ zur quantitativen Bestimmung der lipatischen Fett- und Buty- 
rinspaltung zu entscheiden, ob die Lipase in den Magendrüsen als Zymogen oder als 
fertiges Enzym vorkommt und ob sie sich von der pankreatischen Lipase in ihrer 
Abhängigkeit von der Wasserstof fionenkonzentration oder von Aktivatoren unter? 
scheidet. 

Es wäre nicht erlaubt, die an der Magenlipase einer einzigen Tierart angestellteii 
Beobachtungen zu verallgemeinern. Die Unterschiede, die sich gegenüber der in grund- 
legenden Versuchen von F. Volhard\ H. DavidsohN^ u. a. gewonnenen [248] KennU 
nis von der MagenHpase des Menschen und des Hundes ergeben, scheinen nur durch 
Verschiedenheit der untersuchten Lipasen erklärbar zu sein, wenn nicht den Begleit- 
stoffen ein übermäßiger Einfluß auf die Beobachtungen zukonimt. 

Wir gewannen Lösungen der Lipase mit Glycerin, mit Wasser oder mit verdünntem 
Ammoniak in guter prozentualer Ausbeute aus den verschiedenen Teilen des Magens, 
aus der Schleimhaut in reichlicherer Menge als aus dem darunter befindlichen Muskel- 
gewebe, aus dem Cardiateile in größerer Ausbeute als aus der Fundusregion. Das 
Enzym findet sich in dem Organe fertig gebildet, nicht als Zymogen. Die enzymatische 

* I. Abh. über Pankreasenzyme, diese Zs. Bd. 125, S. 93 [1922/23] und IV. Abh., die.se Zs. 
Bd. 129, S. I [1923]. 

* Zs. f. klin. Med. Bd. 42. S. 414 [1901] und Bd. 43. S. 397 [1901]; W. Stade, Hofmeisters 
Beitr. z. Physiol, Bd. 3, S. 291 [1902]; A. ZiNSSER, Hofin. Beitr. z. Physiol. Bd. 7, S. 31 [1905L 
A. Fromme, Hofm. Beitr. z. Physiol. Bd. 7, S. 57 [1905]. 

^ Biochem. Zs. Bd. 45, S. 284 [1912] und Bd. 49, S. 249 [1913]. 



1310 


R. Wn^i^sTÄTTER und Fr. MemmEN: 


Konzentration der gewonnenen I^ösungen ist etwa 40- bis 600 mal geringer als in den 
Glycerinauszügen von getrocknetem Pankreas. Die Beschreibung der Magenlipase 
wird durch die große Verdünnung und Unreinheit erschwert und sie wird richtiger, 
wenn das Enzym mittels der Adsorptionsmethode auf einen höheren Reinheitsgrad 
gebracht ist. 

Während nach den sorgfältigen Untersuchungen von H. Dävidsohn ^ die Ripase 
erwachsener Menschen und von Säuglingen bei saurer Reaktion sehr viel stärker wirkt 
als bei alkalischer und ein ziemlich breites Wirkungsoptimum von />h == 5 his 4 besitzt, 
und während nach den letzten Angaben von M. TAKATA^ die sich auf Lipase aus dem 
Pawlowschen Safte des kleinen Magens eines Hundes beziehen, die Wirkung bei 
= 5 bis 7 optimal ist, finden wir an sämtlichen Präparaten die Lipase des Schweine- 
magens bei alkalischer Reaktion weit wirksamer als bei neutraler und noch mehr 
als bei saurer. Verschieden von unseren Beobachtungen an Pankreaslipase ist nur 
das Wirkungsverhältnis zwischen = 8,6 und 4,7. Aber die Kurve der Abhängigkeit 
vom differiert auch bei den einzelnen rohen Enzynilösungen aus dem Schweine- 
magen. Die Wirksamkeit bei ~ 8,6 ist zwischen 2 mal und 8 mal größer [249] als 
bei = 4, J- Es gelingt nun, die Magenlipase nach dem Verfahren der Adsorption 
mit Tonerde und Elution mit glycerinhaltigeni ammoniakalischem Phosphat, so wie 
es bei Pankreaslipase zum Ziel geführt hat, von einem Begleitstoff zu befreien, der bei 
alkalischer Reaktion hemmend gewirkt hat. Dadurch verschwindet der Unterschied 
zwischen der ^jj-Abhängigkeitskurve der Pankreas- und der Magenlipase. Bei beiden 
beträgt das Wirkungsverhältnis zwischen = 8,6 und 4,7 ungefähr 20. Die Ab- 
hängigkeit der lipatischen Wirkung von der Wasserstoffzahl ist also, wie in unserer 
I. Abhandlung») für die Pankreaslipase erkannt worden, ,, durch ganz andere, kompli- 
ziertere Faktoren vorgetäuscht oder entstellt.“ Für die fettspaltenden Enzyme ist 
es wichtiger wie für die kohlehydratspalteiiden, die Einflüsse der Begleitstoffe zu be- 
rücksichtigen und zu überwinden, die je nach der Wasserstoffzahl wechselnde akti- 
vierende oder hemmende Wirkung entfalten können. 

Die Lipase läßt sich durch glykocholsaures und durch ölsaures Natrium aktivieren. 
Oleat wirkt stärker und hat den Vorzug, kombiniert mit Eiweiß die lipatische Reaktion 
noch bedeutender zu steigern und von zufälligen Begleitstoffen so unabhängig zu 
machen, wie es zur Bestimmung unter ausgleichender Aktivierung nötig ist. Obwohl 
die Wirkung von gallensaurem Salz weniger günstig ist, verdient sie besondere Be-, 
achtung, da die Aktivierbarkeit durch Galle die pankreatische Lipase von der Magen- 
lipaso unterscheiden soll. Der zuerst von E. Laqueur^) angegebene Unterschied war 
so beobachtet, daß die Magenlipase des Hundes in ihrem sauren Milieu mit Galle 

* Biochem. Zs. Bd. 49, S. 249 [1913], und zwar S. 272. 

* Vgl. The Tohoku Journ. of Kxper. Med. Bd. 2, S. 209 [1921] und Biochem. Jl. Bd. r, 
S. 107 [1922]; zitiert nach der Abh. „Über die Wirkung des Chinins und der Chininderivate auf 
Magenlipase“ von P. Rona und M. TakaTa, Biochem. Zs. Bd. 134, S. 118 [1932/23]. 

'} a. a. 0. S. 97. 

“) Hofmeisters Beitr. z. Physiol. Bd. 8, S. 281 [1906]. 



Vergleich von Magenlipase mit Pankreaslipase. 


13U 

geprüft wurde, wobei die vom Pankreas her bekannte Wirkung ausblieb. Die pankre- 
atische Fettspaltung wird indessen durch Glykocholat auch nur alkalisch aktiviert, 
sauer aber gehemmt. 

Das Verhalten der Magenlipase gegen glykocholsaures Natrium finden wir ungleich- 
mäßig. Manche Präparate wurden dadurch aktiviert, aufs doppelte oder dreifache, 
andere gar [250] nicht. Es läßt sich zeigen, daß das Ausbleiben auf der Anwesenheit 
eines gallenähnlich wirkenden Aktivators beruht. Denn die Pipaselösungen, die auf 
Zusatz von gallensaurem Salz keinen Ausschlag geben, sind schon in gleicher Art 
aktiviert. Durch die Reinigung nach der Adsorptionsmethode wird in einem solchen 
Falle die Aktivierbarkeit mit glykocholsaurem Natrium hergestellt, also die Über- 
einstimmung mit pankreatischer Lipase. 

Für die Annahme der Verschiedenheit von Magenlipase und Pankreaslipase der 
untersuchten Tierart ist gar keine Stütze geblieben. 

Experimenteller Teil. 

I. Gewinnung von Magenlipase. 

Die Schweiiiemagen wurden kurz nach der Schlachtung mit einem scharfen 
Wasserstrahl gereinigt, durch Schaben und Bürsten von Fett und Schleim gründlich 
befreit und nochmals gewaschen. Nach Entfernen des Ösophagus und der gelben 
Pylorusteile, die enzymarm sind, zerlegten wir die Magen in die hellrötlichen, zähen 
Cardiateile und die roten, weicheren Eundusteile und trennten die Schleimhaut von 
der Muskelhaut, die mit der äußeren, serösen Haut verbunden blieb. Das Material 
wurde in die Form eines haltbaren, trockenen Pulvers gebracht, indem man es zu 
Brei zerkleinerte und in die doppelte Menge Aceton einlcgte, um nach 2 Stunden die 
schon erhärtete Masse nochmals in ebensoviel frisches Aceton einzutragen. Endlich 
wurde das mit Aceton-Äthermischung gewaschene und getrocknete Material ge- 
mahlen. 

Die analytischen Angaben beziehen sich hauptsächlich auf 2 Darstellungen. 

Präparat i. 50 Magen von 2 bis 3 Monaten alten Tieren lieferten aus den 
äußeren Teilen (Muskelhaut usw.) 520g Pulver (IM), 96g aus Cardia (IC), 308g 
aus Fundus (IF). 

Präparat 2. Aus 10 Magen älterer Tiere wurden mit dem Messer Epithelteile 
‘abgeschabt (trocken 13g, II E); Cardlateil (HC) 38g, Fundus (HF) 115g Pulver. 

Die quantitativen Versuche wurden wegen des geringen Enzymgehalts der meisten 
Präparate im allgemeinen [251] stalagmometrisch mit Tributyrin^ ausgeführt nach 
der Methode (Abh. IV, S. 22) der ausgleichenden Aktivierung mit Albumin, Calcium- 
cblorid und Natriumoleat bei konstanter, sclwach alkalischer Reaktion. Vergleichs- 

* Die angefülirteii Analysen sind älter als die in der IV. Abh. mitgeteilten Erfahrungen 
über Tributyrin. Um die hei unreinen Trihutyrinlösungen vorkommenden Fehler tunlichst aus- 
zuschalten, wird daher hier die lipatische Wirkung nur aus der Abnahme der Tropfenzahl in 
den ersten 20 Minuten berechnet. 
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weise prüften wir auch durch die Ölspaltung die lipatische Wirkung und zwar nach 
der üblichen i. Bestimmungsmethode (Abh. I, S. iio), d. i. im System von Akti- 
vatoren bei anfangs alkalischer, am Ende saurer Reaktion. 

Der Vergleich der Präparate aus verschiedenen Magenregionen (Tab. i) zeigt, 
daß der Cardiateil der Schleimhaut viel reicher an Eipase ist, als der Fundusteil, 
und ferner, daß auch die unter der Schleimhaut liegenden Schichten des Magens 
Lipase enthalten. 


Tabelle i. 

Gehalt der Magenteile an kipase. 


Präparat 

mg 

Anfangs- 
tropf en- 
^hl 

Abnahme in 

B.E. 

B.E. 
in I g 

10' 

20' 

40' 

60' 

IM 

20 

133 

I 

2.5 

5 

7.5 

0,25 

12,5 

IC 

10 

132 

5,5 

9.5 

17.5 

24 , 

1,00 

100 

IF 

10 

132 

2 

3.5 

6 

8,5 

0,40 

i 40 

HC 

5 , 

133 

7.5 

15 

23 

26 

1.60 

320 

HF 

i 10 : 

132,5 

2 

4,5 

^9 

12 

0,50 

; so 

HE 

i 5 

: 133>5 

7 

1 13.5 

22 

27.5 

1.50 

! 300 


Darstellung der Lipaselösungen. Die Versuche von F. Voehard^ sowie 
von A. Fromme 3 sind außer mit Magensaft mit Auszügen aus der frischen Magen- 
schleimhaut angestellt. Aus getrocknetem Material konnte Fromme weder mit Wasser 
noch nüt Glycerin Lipase in Lösung überführen, während er mit verdünntem Alkah 
eine wirksame Lösung erhielt. Auch [252] nach unseren Versuchen eignet sich sehr 
verdünntes, z. B. ^/looproz. Ammoniak gut, um die Lipase in reichlicherer Ausbeute 
aus dem getrockneten Material in Lösung zu bringen, aber es gelingt auch mit Glycerin 
und mit Wasser, wodurch viel weniger Fremdstoffe mitgeführt werden. Es genügt, 
3/4 Stunden bis i Stunde mit Wasser auszuziehen, bei sehr langer Dauer sinkt die 
Enzymausbeute. In konzentriertere Form, die man z. B. zur Ölspaltung braucht, 
werden die Lipaselösungen gebracht, indem man sie mit 2% Glycerin versetzt und 
im Vakuum bei 15° zur Sirupdicke eindampft. Die so gewonnenen Glycerinlösungen 
der Magenlipase sind haltbar. 

Beispiel. Von Präparat II C wurden 30 g mit 500 can Wasser + 3 ccm n-NHj 45 Minuteu 
bei 20 digeriert. Die filtrierte Lösung enthielt in 0,25 ccm 2,3 B.E., im ganzen also (Fütration 
ohne Verlust gedacht) fast 50 %. Von der gelblichen, schwach opalescenten Lösung dampften wir 
300 ccm unter Zusatz von 5 ccm Glycerin auf 25 cciu ein. Der bräunliche, schwach trübe Sirup 
enthielt in 0,025 ccm {abgemessen unter Verdünnen mit Wasser aufs Zehnfache) 2,1 B.E. * 

Verghehen mit der getrockneten Pankreasdrüse ist der getrocknete Cardiateil 
nach der Wirkung auf Ohvenöl 100- bis 300 mal schwächer lipatisch, und durch^ 
Eindampfen gewonnene Glycerinlösungen aus Magenschleimhaut sind 40- bis 
600 mal schwächer als die in der II. Abh. beschriebenen Glycerinauszüge der Pan- 
kreaslipase. 

* Zs. f. klin. Med. Bd. 42, S. 414 [1901] und Bd. 43, S. 397 [i90i]‘ 

3 Hofmeisters Beitr. z. Physiol. Bd. 7, S, 51 [1905]. 
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1.25 g Präparat von getrocknetem Magen 1 C bewirkten 12% Öhpaltung ejitspr. 0,33 L.K.; 
daher Lipasewert (Anzahl der L.E. in 0,01 g) 0,0027. I^er Lipasewert z, B. von Paukreasprobe IIl 
hat 0,83 betragen d. i. das 3 10 fache. 

Eingeengte Lösung der Magenlipase aus IC. 2,5 ccm enthielten 0,1535 g Trockensubstanz 
und bewirkten 5,6% Ölspaltung entspr. o,oS L-K. ; daher LAV, = 0.005, wälirend für einen 
filtrierten Glycerinauszug von Paukreasprobe III I,.W. = 1,7, für den geklärten Glycerinauszuij 
L.W. = 3,2 gefunden wurde (Abh. II. S, 158). 

Eingeengte Lösung der Magenlipase aus II C. 1,0 ccm enthielt 0,0428 g Trockensubstanz 
und bewirkten 8,3% Spaltung entspr. 0,17 L.E., daher L.W. — 0,040. 

P"ür die Zeitwerte der Ölspaltung und der Tributyriiispaltung war beim Schweine- 
pankreas das Verhältnis gefunden worden: 

I B.-E. — 0,0010, 0,0014, 0,0012 E.-E., 

[253] bei 2 Proben von Pferdepankreas aber erheblich abweichend i B.-E. 0,0033 

und 0,0062 L.E. Die Eösungen der Magenlipase ergaben nun für das Verhältnis 
der öl- zur Tributyrinspaltung Werte, die in der Größenordnung zu den bei Schweine- 
pankreas gefundenen stimmten, nämlich 

I B.E. 0,0023 und 0,0020 E.E. 

II. Abhängigkeit von der Wasserstoffzahl. 

Unsere Präparate von Magenlipase des Schweines zeigen nach den in der Tab. 2 

Tabelle 2. 

Wirkung roher Mageulipase bei verschiedenen pn- 

Phosphatpuffer; pn = 8.4; 3,6 ccm NajHP04^/5. 

pn — 6,5 ; 1,4 ccm Na2nP04«V5- 
2,9 ccm 

Pli ■ 4,7: 3.^ KlLPO,»>Vj. 

Aiumoniakpuffer ; pn ^ 8,6: 1,78 ccm NH4Cl2,5 n. 

0,22 ccm NH3 2,5 n. 

Acetatpuffer: ^ 4,7 : i ccm Natr.-Acetat 0,5 u. 

1 ccm Essigsäure 0,5 11, 

Volumen ~ 60 cctu. 


Nr, 

1 Präparat 

1 

Puffer 

1 

Ph 

An- 
fangs - 
zahl 

10 ' 

Almahmc in 

j 20 ' j 40 ' 

j 6 »i' 

Wirkungs- 
Verhältnis bei 
vtTsi-h. p\i 

I ; 

0,30 Glycerin-Extr. UM 

Phosphat 

8,4 

^ 132 1 

4,5 

9,5 

i 18 

i ^3 



desgl. 


6,5 

^ I3I ' 

2,5 

5 

1 ^ 




desgl. 


4,7 

132 

1,5 

.3 

1 5,5 

1 

: 8 


2 ^ 

ip mg Präparat II C 

Ammoniak 

8,6 

130 

4 

7 

1 ^3 ' 

i u 



desgl. 

Acetat ' 

4.7 

130 

2,5 ! 

4 

7,5 1 

10 

2 


0,30 ccm Glyc.-Ausz. I C , 

Auimoniak 

8.6 

134 

6.5 

1 IO 

16 1 

! .22 


1 

desgl. ■ 

Acetat 

4,7 

132 

1.5 

1 2,5 

5 ! 

1 7 

5,5 

4 

i.oo ccm Glyc.-Ausz. I F 

Ammoniak 

8,6 

1.32,5 

5 A 

' 9,5 

^3 1 

1 J 8,5 



desgl. 

Acetat 

4,7 

132.5 

1 

E5 ! 

3 

4 

8 

5 ; 

0,20 ccm Glyc.-Ausz. IIC | 

Ammoniak 

8,6 

E3S 

9 

13,5 

20 i 

— 



desgl. 

Acetat 

4.7 

i 33>5 

5 

8,5 1 

13.5 I 

17 

2 


mitgeteilten Versuchen wider [254] Erwarten eine viel günstigere Wirksamkeit im 
alkalischen Gebiet als im neutralen und die geringste Wirkung bei schwach saurer 
Reaktion. Das Verhältnis der lipatischen Spaltungen, d. h. das Verhältnis der für 
gleiche Abnahmen der Tropfenzahl erforderlichen Zeiten, ist bei den verschiedenen 

83 
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rohen Präparat en und Lösungen der Magenlipase beträchtlich schwankend, es be- 
wegt sich nämlich zwischen etwa 2 und 8. Natürlich ist diese Abhängigkeit ohne 
diejenigen Zusätze geprüft, die zur ausgleichenden Aktivierung eingeführt sind, also 
nur unter Zusatz des Puffers. 

Diese Differenzen in der /?H-Abhängigkeitskurve zwischen den verschiedenen 
Lipasepräparaten sind durch Begleitstoffe des Enzyms hervorgerufen. Wir finden 
bei Pankreaslipase, deren rohe Lösungen schon einen bedeutend reineren Zustand 
darstellen, die Wirkung in gleichem Sinne vom abhängig, aber etwa 20 mal stärker 
bei = 8,6 als bei p^ = 4,7, Wenn wir nun zum Versuchsansatze Albumin (2,5 mg 
Kieralbumin) zufügen, so wird dadurch, wie aus Tab. 3 ersichtlich, bei alkalischer 
Reaktion starke Hemmung bewirkt und das Wirkungsverhältnis zwischen p^ - 8,6 
und 4,7 auf etwa 6,5 reduziert. Das Verhältnis der Wirkung bei alkalischer und saurer 
Reaktion ist also abhängig vom Reinheitsgrad. 

Tabelle 3. 

Einfluß von Albuniinznsatz auf die ^?i^-Abhängigkeit der Pankreaslipase. 
Puffer pK = 8,6 : 1,78 ccm NH4CI, 2,5 n + 0,22 ccni NH3, 2,5 n, 

Puffer /th = 47 • I ccm Essigsäure, 0,5 n + i ccm Nat. -Acetat, 0,5 n. 

Volumen — 60 ccm. 


1 

Glyc.-Auszug«von Prap. I | 

j 

ccm j 


Atifangs- 
i zahl 

1 

Abnahme in 

Witkungs- 
vcrhältnis bei 
verschiedenen 


ao- 

. 40' 

6 u' 

ohne Zusatz 

0,010 

8,6 

123,5 

10 

16,5 

26,5 

29 

20 

desgl. 

1 0,100 

47 

1 124 

5 * 

j 8,5 

17 

25 


mit 2,5 mg Albumin 

j 0,010 

8,6 


2,5 

1 5 

10 


6,5 

desgl. 

1 0,100 

47 

1 ^23 

4,5 

1 8 

15 

21 



Diese Abhängigkeit bestätigte sich bei der Magenlipase, [255] als wir sie durch 
Adsorption mit Tonerde und Elution mit alkalischem Phosphat und durch Wieder- 
holung dieses Verfahrens reinigten. Die Prüfung bei verschiedenen Wasserstoff zahlen 
ergab nämlich danach auch hier (Tab. 4) etwa 20 mal stärkere Wirkung in schwach 
alkalischem Medium als in schwach saurem. Bei der Reinigung nach dem Adsorptions- 
verfahren sind Eiweißkörper, aber solche wohl nicht allein, abgetrennt worden. Die 
Ausbeute bei dieser Reinigung betrug, wie schon in der IV. Abhandlung mitgeteilt 

Tabelle 4- 

Wirkung gereinigter Magenlipase bei verschiedenen 
Puffer für = 8,6 und 4,7 wie bei Tab. 3. 

Puffer f ür ^ = 5.6: 1,78 ccm Natr.-Acetat 4 - 0,22 ccm Essigsäure, 0,5 n. 

Volmnen — 60 ccm. 


ccm der j 
Elution 1 

Pk 

Anfangs- 

zahl 

Abnahme ln 

Wirkungs- 
Verhältnis bei 
versch. 

10' 

20' 

1 40' 

6 ö' 

1,0 1 

8,6 

^ 133.5 

II 

j n 

25 

— 

20 

1,0 1 

1 4.7 

134 

0 

1.5 

3.5 

5 


0,5 

! 8.6 

134 

7 


19 

23 

(8,6 u. 4,7) 

0,5 

: 5.6 

134 

1.5 

1 2 

3 

5 

6,5 

0,5 

i 4.7 

; 133.5 

0,5 

1 1-5 

2 

i 2,5 
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(S. 14), trotz der unvermeidlichen bedeutenden Verluste scheinbar ungefähr 200% 
der angewandten I.ipase bei der Bestimmung ohne ausgleichende Zusätze. Solche 
Beobachtungen, wonach die lipatische Wirkung von den Begleitstoffen wesentlich 
abhängt, haben dazu geführt, für die Bestimmungen ein von zufälligen Beimischungen 
unabhängiges System durch ausgleichende Aktivierung zu scliaffen. 

Die bei roher Magenlipase des Schweines beobachteten Schwankungen des Wir- 
kungsverhältnisses in alkalischem und saurem Gebiete und das abweichende Ver- 
hältnis bei reineren Präparaten werden also durch die Annahme erklärt, daß die Rei- 
nigung nach der Adsorptionsmethode einen Stoff oder Stoffe abtrennt, die bei alkalischer 
Reaktion hemmen, sei es nun, [256] daß sie zugleich die Eigenschaft haben, sauer 
zu aktivieren oder nicht. 

III. Aktivierung durch gl ykoc holsaures Natrium. 

Aus dem Cardiateil des Schweinemagens mit sehr verdünntem Ammoniak bereitete 
Ivipaselösungen zeigen kein gleichmäßiges Verhalten auf Zusatz von gallensaurem 
Salz. Einige solche Magenextrakte ließen sich von glykocholsaurem Natrium nicht 
aktivieren, andere anscheinend genau ebenso bereitete Lipaselösungen wurden durch 
das Glykocholat um 100 bis 200% aktiviert. Dieses ungleiche Verhalten kann auf der 
Gegenwart eines gallenartig wirkenden Aktivators beruhen, dessen Einfluß keine 
weitere Steigerung durch Gallenzusatz mehr zuläßt, oder aber auf den Anwesenheit 
eines Hemmungskörpers, welcher der Gallenaktivierung entgegen wirkt. Die Versuche 
der Tab. 5 schließen nun letztere Möglichkeit aus; sie zeigen nämlich, daß die nicht 
aktivierbaren Lipaselösungen aus Präparat I C stärkere Wirkung besitzen als die 
aus gleichen Mengen der Magensubstanz gewonnenen Auszüge, die sich von Glykocholat 
aktivieren lassen. 

Tabelle 5. 

Ungleichmäßiges Verhalten der Lipaselösungen aus IC gegen Glykocholat. 

2 ccm filtrierte Lipa.selÖsungen im Vol. 60 ccm. pn = 8,6. 


Xr. j 

Glykochol' 

saures 

Xatrium 

mg 

Anfangs- 

Zahl 

i 

1 

20' 

Abnahme ii 

40' 

60' 

Akü- 

vienings- 

effekt 

% 

I 

-- 

132 

4.5 

8 

10,5 

160 


IO 

137 

9-5 

14 

18 

2 

— 

132 

4 

7 

9 



10 

137 

7,5 

12 

M .5 


3 : 

— 

131 

5,5 

9,5 

12 

190 

10 


12 

U 

21 

4 

- 

132 

9 

15 

18 



10 

137 

9 . 

H -5 

18 1 


5 

— 

: 

9,5 ^ 

15 

18 i 

— 

6 i 

— 

■^31 

9 

14,5 

‘ 17.5 ' 

— 


[257] Die Lipase ist demnach schon aktiviert, wenn sie als nicht aktivierbar erscheint. 
Die Unterschiede w^erden darauf beruhen, daß ein gallenähnlich wirkender Begleit- 
stoff in geringerer oder größerer Menge in die Auszüge übergegangen ist. Mit dieser 
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Erklärung steht in gutem Einklang, daß es mittels der Adsorptionsmethode gelungen 
ist, solche Lösungen der Magenlipase, die unmittelbar vom Glykocholat nicht oder 
kaum zu beeinflussen waren, derart zu reinigen, daß ihre Wirkung bei Zusatz von 
glykocholsaurem Natrium aufs doppelte anstieg. 

Beispiel: Kingedainpfte Lösung aus Präparat IF in Glycerin; Bestimmung mit 0,4 ccm 
bei = 8,6. 

1. Bestimmung ohne Zusatz. 

Anfangszahl 131,5; Abnahme in 20 ' 3,5, 40' 7, 60' 10. 

2 . Mit IO mg Natriumglykocholat. 

Allfangszahl 137; Abnahme in 20" 4, 40" 7,5, 60' 10, 

Nach Adsorption mit Tonerde B und Elution mit glycerinhaltigem ammoniakalischem 
Phosphat. 

3. IMit I ccm Elution ohne Zusatz. 

Anfangszahl 134,5; Abnahme in 20" 1,5, 40' 3, 60' 4,5. 

4. Ebenso, aber mit 10 mg Glykocholat. 

Anfangszahl 140 ; Abnahme in 20' 3,5, 40' 7, 60 ' 9, 

Bei einer anderen durch Eindampfen im Vakuum mit Glycerinzusatz in größerem 
Maßstab gewonnenen rohen Glycerinlösung der Magenlipase war anfangs aucli keine 
Wirkung von Gallenzusatz zu bemerken. Nach längerem Stehen im Eisschrank, wobei 
solche Glycerinlösungen eine Trübung abzuscheiden pflegen, und zwar nach 4 Tagen, 
war die enzymatische Wirksamkeit der Glycerinlösung stark vermindert, aber nun 
erwies sie sich als aktivierbar durch Glykocholat und zwar zu dem Betrage ihrer 
ursprünglichen Wirkung (Tab. 6). Der gallenähnliche Begleitstoff konnte also un- 
wirksam geworden sein oder, wahrscheinlicher, er ist ini Niederschlage ausgeschieden 
worden. 


Tabelle 6. Wechselnde Aktivierbarkeit durch Glykocholat. 


Glycerinlüsuiig der 
I 4 pase 

J 

Zugefügtes 
Glykocholat , 

mg 1 

Anfangs- 

zahl 

20' 1 

Abnahme in 

40' ; 

60' 

Akti- 

vienings- 

effekt 

% 

sofort bestimmt 

0 

; 131 

10,5 

IS ' 

17 


desgl. 

■ 30 

142 

8 

13 

15 

0 

nach 4 Tagen ! 

0 ! 

132 (132) 

5 (6) 

8 (8,5) ■ 

II (11) 


desgl. 

5 

135 

10.5 

16 

18 

160 

desgl. 

30 : 

144 

9.5 i 

14.5 

16 

100 


Außer den verzeichneten Aktivierungseffekten von meistens 100 bis 200 % wurden 
auch weit bedeutendere Ausschläge gemessen. Eine durch Einengen des wäßrigen 
Auszugs von Präparat II C gewonnene, 18 Tage alte Glycerinlösung [258] (dieselbe, 
die das abweichende Wirkungsverhältnis 2 bei verschiedenen p-^ aufwies) war durch 
Glykocholat in ungewöhnlichem Maße aktivierbar, sie ergab nämlich eine Steigerung 
um ungefähr 650 % . 

1. Wäßrige Lipaselösung 0.25 ccm ohne Zusatz. 

Anfangszahl 128; Abnahme in 10' i, 20' 2,5, 40' 4,5, 60' 6,5. 

2. Ebenso mit 5 mg Natriumglykocholat. 

Anfangszahl 131; Abnahme in 10' 8, 20' 14, 40' 19, 60' — . 

3. Glycerinextrakt, 0,100 ccm, ohne Zusatz. 

Anfangszahl 130,5; Abnahme in 10" 4,5, 20' 8, 40' 13, 60' 16. 

4. Derselbe mit 5 mg Natriumglykocholat. 

Anfangszahl 134; Abnahme in 10' 17, 20' 21,5, 40" — , 60' — . 
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Auch nach der Reinigung dieses Präparates durch Tonerdeadsorption fanden 
wir bei der Elution wieder den Aktivierungseffekt von 650%, 

Diese Erscheinung ist noch nicht eindeutig zu erklären. Es kann sein, daß eine 
Kombinationswirkung des Glykocholats mit einem anderen Aktivator eingetreten ist, 
oder daß eine Hemmung aufgehoben wurde. Einfacher wäre es indessen anzunehnien, 
daß die für die letzten Versuche angewandte EipaselÖsung besonders arm an Akti- 
vatoren war. Es ist aber zu berücksichtigen, daß sich die viel reineren Glycerin- 
lösungen der Pankreaslipase (aus Pankieaspräparat I) durch Glykocholat [259] auch 
nur um 200%, auf Zusatz von Albumin nur noch um 70% aktivieren ließen (Abh. IV, 
S. 17). 

Wichtiger als der Einfluß von Galle oder glykocholsaureni Salze ist für die Unter- 
suchung der Eipase ihre Aktivierbarkeit durch ölsaures Salz. Ein Zusatz von glykochob 
saurem Natrium war ja für den Zweck der ausgleichenden Aktivierung nicht geeignet, 
da er neben Proteinen seine aktivierende Wirkung nicht genügend durchsetzte (Abh. TV. 
S. 17), Natriumoleat dagegen war imstande, die Hemmung durch Eiweiß aufzuheben 
und in der Kombination mit Albumin sogar lipatische Wirkungen herbeizuftihren, 
welche über die allein mit Seifenzusatz erzielten hinausgingen. 

Alle untersuchten Präparate der Magenlipase, auch die gegen Glykocholat in- 
differenten wäßrigen und Glycerinlösungen erfuhren Aktivierung durch Natriumoleat 
(siehe Tab. 7) und zwar immer in höherem Maße als durch gallensaures Salz. Es 
zeigt sich auch hier, daß Glykocholat und Oleat im Zusammenwirken mit vorhandenen 
Eremdkörpern nicht gleichwertig sind. 


Tabelle 7. Aktivierung der Magenlipase durch Natriumoleat. 


Präparat 

Zugefügtes 
Natr. -Oleat 

Anfangs- 

zahl 


Abnalitnc in 


Akti- 

vkrungs- 

effekt 


mg 


=0' j 

L L 

60' 

% 

0,40 ccni Glycerinlösung I F 

0 ! 

i 3 T ,5 

1 

3-5 ^ 

1 

i 7 

10 


desgl. 

5.0 

US 

9 

u 

19 

200 

0, IO ccm Glycerinlösung I C 1 

0 ; 

132 

6 

8.5 

1 1 


desgl. 

2,5 

135 

13.5 

18,5 i 

22 

300 

0,25 ccm wäßriger Extrakt II C 

0 

128 

2,5 

4.5 ' 

6,5 


desgl. : 

2,5 

U 3,5 

24 

28 ! 

30 

1800 








Sitzungsberichte der mathemät.-naturwiss. Abt, d. Bayer. Akad, d. Wissensch, 1924, S. i. 


95. ZUR KONFIGURATIONSSPEZIFITÄT DER LIPASEN. 

Von Richard Willstätter. 

Vorgetragen in der Sitzung am 12. Januar 1924. 

Die Dipase der I^bei weist manche Unterschiede gegenüber der Pankreaslipase 
auf, aus denen man auf Verschiedenheit der beiden Knzyme schließen könnte. Vor 
allem ist das Verhältnis zwischen Ölspaltung und Butyrinspaltung ungleich; ich 
finde dasselbe bei der I^eberlipase an einigen Präparaten für das hohe Glycerid zehn- 
bis zwanzigfach ungünstiger im Vergleich mit der Wirkung des pankreatischen Enzyms. 
Der Unterschied mag dadurch bedingt sein, daß die Reaktion der Pankreaslipase 
und nur dieser durch die entstehende Seife wesentlich gesteigert wird. Ähnlich wird 
sie auch durch gallensaures Salz und besonders durch Calciumoleat aktiviert. Es 
zeigt sich nun, daß die Ueberlipase im Gegenteil durch diese Zusätze starke Hemmung 
erfährt. Auch die Eiweißstoffe üben auf die Reaktion der beiden Uipasen ganz ver- 
schiedenen Einfluß aus; die pankreatische Glyceridspaltung wird durch Eieralbumin 
stark gehemmt, dagegen zeigt das letztere gar keinen Einfluß auf das Enzym der Ueber. 
Mittels der Adsorptionsmethode gelingt es, und zwar sowohl mit Hilfe von Kaolin 
wie mit Tonerde, die Enzymkonzentration der Ueberlipase zum Beispiel aufs 25- bis 
30 f adle zu steigern. Dabei ändert sich nichts an den Merkmalen, die dieses Enzym 
von dem pankreatischen zu unterscheiden erlauben. Dennoch kann es noch nicht 
als ausgeschlossen gelten, daß die Unterscliiede nicht den Enzymen selbst eigen sind, 
sondern auf der Wirkung von Beimischungen beruhen. Die Prüfung der stereoche- 
mischen Spezifität ermöglicht aber eine Entscheidung hinsichtlich der Identität oder 
Verschiedenheit dieser Uipasen zu treffen. 

[2] H. D. Dakin* hat im Jahre 1904 in einem grundlegenden Experiment gezeigt, 
daß bei der Hydrolyse von racemischem Mandelsäureester durch Ueberlipase der 
rechtsdrehende Ester mit größerer Geschwindigkeit als die 1 -Eorm gespalten wird. 
Diesen Versuch habe ich vergleichend mit den beiden Uipasen wiederholt. Während 
die Uipase der Schweineleber das von Dakin angegebene Verhalten aufweist, liefert 
unter gleichen Bedingungen die Uipase aus Schw^einepankreas linksdrehende Mandel- 
säure. Die beiden Enzyme ziehen also die verschiedenen Antipoden vor und sie müssen 
nach ihrer Konfigurationsspezifität selbst verschieden sein. 

Bei diesen Versuchen hat mich Herr Dr. Fr. Memmen durch seine wertvolle Unter- 
stützung zu Dank verpflichtet. 

* Joum. of Physiol. 30, 253 [1904] und 32, 199 [1905]. 
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96. VERGLEICH VON LEBERESTERASE MIT PANKREASLIPASE ; ÜBER 
DIE STEREOCHEMISCHE SPEZIFITÄT DER LIPASEN. 

Von Richard Willstätter und Friedrich Memmen. 

Achte Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1924.) 

Theoretischer Teil. 

Die hydrolysierenden Wirkungen der Enzyme von Pankreas und Eeber auf 
einfache Ester und hohe Glyceride sind in zahlreichen Arbeiten teils allein mit dem 
pankreatischen, teils mit dem hepatischen Enzym untersucht worden, aber nur wenig 
ist zum Vergleich von Pankreas- und Eeberenzym bekannt geworden. Unsere Unter- 
suchung behandelt die Frage der Spezifität dieser Enzyme aus den Organen einer 
Tierart (des Schweines), Die Unterschiede zwischen den lipatischen Enzymen der 
einzelnen Organe in ihrer Wirkung auf verschiedene Substrate und in ihrer Abhängig- 
keit von aktivierend und hemmend wirkenden Zusätzen dürfen nicht ohne genaue 
Prüfung als beweisend für ihre Verschiedenheit angesehen werden. Denn die Lipasen 
sind in besonderem Maße von ihren Begleitstoffen, zunächst von den natürlichen, 
im Verhalten und Wirkungsvermögen abhängig. Bis vor kurzem galt z, B. die Lipase 
des Magens (vom Schwein) als verschieden von der Pankreaslipase, von der sie als 
Enzym im physiologischen Sinne, nämlich als natürlicher Enzymkomplex, in der Tat 
verschieden ist. Ein Unterschied besteht in dem Verhältnis der [217] enzymatischen 
Wirksamkeit in schwach alkalischem und schwach saurem Gebiete (zwischen ~ 8.6 
und 4,7), ein zweiter Unterschied im Ausbleiben der Aktivierung durch Galle bei 
manchen Darstellungen des Magenenzyms. Es ließ sich aber zeigen l daß die Ab- 
hängigkeit der lipatischen Wirkung von der Wasserst off zahl „durch ganz andere, 
kompliziertere Faktoren vorgetäuscht oder entstellt“ ist und daß der Unterschied 
durch die Reinigung mit Adsorptionsmitteln verschwindet. Bei dieser Reinigung 
gelang es auch, einen gallenähnlich wirkenden Begleitstoff von der Magenlipase ab- 

* VII. Abhandlung; diese Zs, Bd. 133, S. 247 [1923/24], 
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zutrennen, der infolge seiner aktivierenden Wirkung die sonst der Galle eigentümliche 
Wirkung verdeckt hat. 

Der Vergleich lipatischer Enzyme wird also desto mehr Sicherheit gewinnen, 
je verschiedener die Reinheitsstufen der verglichenen Präparate sind und einen je 
höheren Grad die enzymatische Konzentration erreicht. 

Die Enzyme des Pankreas und der Deber unterscheiden sich in ihrer Abhängig- 
keit von Aktivatoren und Hemmungsstoffen und in ihrer Haltbarkeit, in ihrer quan- 
titativen Spezifität für Substrate aus den einzelnen Gruppen von Estern und in ihrer 
sterischen Spezifität für Substrate von asymmetrischem Bau. Es ist nun in unseren 
Versuchen, diese lipatischen Enzyme mittels der Tonerde- und Kaolinadsorption zu 
reinigen, nicht gelungen, ihre Unterschiede zum Verschwinden zu bringen oder auch 
nur abzuschwächen. Die beiden Enzyme sind also sowohl in reaktionskinetischem 
wie in physiologischem Sinne sehr verschieden. Es ist aber ungewiß, ob es sich um eine 
Verschiedenheit von , ,E n z y m k o m p 1 e x e n“ handelt, in denen das nämliche Enzym mit 
verschiedenen Begleitstoffen, die hinsichtlich seiner Spezifitätseigenschaften und seiner 
Abhängigkeit von weiteren zusätzlichen Stoffen bestimmend und differenzierend wirken, 
eng verknüpft ist, oder ob die Enzyme selbst, betrachtet als chemische Individuen und 
losgelöst von den aktivierend und hemmend wirkenden Begleitstoffen, verschieden sind. 

Das Deberenzym ist bekanntlich viel haltbarer in seinen [218] Lösungen als die 
pankreatische Lipase. Daran ändert nur wenig die Reinigung durch einmalige bis 
dreimalige Adsorption mit Kaolin und Tonerde. Gewöhnlich erleidet das aus den 
Adsorbaten eluierte Enzym in den ersten Tagen eine Wirkungsahnalune um ^/8 bis */4 
und bleibt dann beständig. Es ist möglich, daß dem größeren Teil des Enzyms durch 
die Reinigung hindurch ein natürhcher Schutzstoff gefolgt ist. Die ungleiche Halt- 
barkeit, die Pankreas- und Leberenzynie zeigen, ist bis jetzt nur an den Enzymen 
von ungleicher Reinheit beobachtet, wie sie die einzelnen Organe liefern. In noch 
reinerem Zustand, als bisher erreichbar, wird vermutlich auch das Leberenzym unbe- 
ständig sein. Man kann aus diesem Unterschied auf Verschiedenheit nicht der Enzyme 
selbst, nur ihrer Komplexe schließen. Von den zuckerspaltenden Enzymen unter- 
scheiden sich Saccharase und Maltase auch in dieser Beziehung, von denen die erstere 
weitaus stabiler ist. Von diesen einander so nahestehenden, aus derselben Zelle stam- 
menden Enzymen läßt sich eines leicht, das andere schwer schützen. Man kann aber 
auch die Saccharase, worüber in einer folgenden Abhandlung von R. Wielstätter 
und K. Schneider berichtet werden soll, derart reinigen, daß sie an Haltbarkeit 
die Maltase nicht mehr zu übertreffen scheint. Also nicht die Stabilität ist ein Merk- 
mal der Enzyme selbst, sondern es ist ihnen ungleiche Stabilisierbarkeit durch die 
begleitenden Stoffe eigentümlich. 

Die Erscheinungen der Aktivierung und der Hemmung geben ein vollkommen 
verschiedenes Bild bei Leber- und Pankreasenzym. Es gibt für letzteres eine Anzahl 
von aktivierend wirkenden Zusatzstoffen, welches auch die Substrate sein mögen, 
hohe oder niedere Glyceride oder Ester einwertiger Alkohole wie Buttersäuremethyl- 
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ester. Diese Aktivatoren, wie Natriumglykocholat, Natriumoleat, besonders Calcium- 
oleat, versagen beim Leberenzym. Sie wirken hier sogar heiimiend' [219] und die 
Reinigung der Deberesterase hat bisher nicht vermocht, sie iii dieser Beziehung pan- 
kreasähnlich zu machen. Ks folgt daraus, daß diese Enzyme entweder verschieden- 
artig sind, oder daß das Leberenzym schon mit einem aktivierenden, besonders die 
Spaltung niederer Ester befördernden Begleitstoff assoziiert vorkomnit, der nicht 
leicht abgetrennt werden kann; man darf dabei nicht etwa nur an gallensaures Salz 
denken, es müßte sich um einen ungleich stärker wirksamen Aktivator handeln. Erei- 
iieh ist dann zu beachten, daß man durch Zusatz von Leber ausztigen die Pankreas- 
lipase nur wenig zu beeinflussen vermag. Die gallensauren Salze der L^ber haben 
wohl eine gewisse Wirkung, aber nicht derart, daß sich die Pankreaslipase dem Leber- 
enzym näherte. Die Möglichkeit der Identität läßt sich nur mit einer Hilfsvorstellung 
aufrecht halten, sei es mit der Annahme, daß das Leberenzym seinen aktivierend 
wirkenden Begleitstoff fest gebunden hält, nicht erheblich abdissoziierend, sei es, 
daß die Pankreaslipase in ihrem Komplex durch Bcgleitstoffe so abgesperrt ist, daß 
sie einen spezifischen Aktivator des Leberenzymes nicht mehr zu binden vermag. 

Einer der wesentlichsten Gegensätze zwischen Pankreaslipase und Leberenzym 
besteht in ihrer quantitativ weit differierenden Spezifität für Substrate von verschie- 
dener Konstitution. Der Gedanke, aus den Wirkungsverhältnissen der beiden Enzyme 
auf Olivenöl und einfache Ester Schlußfolgerungen hinsichtlich ihrer Identität zu 
ziehen, lag einer großen und sorgfältigen Arbeit ,,Oii the ester- Splitting animal enzynies“ 
von A. S. Loevenhart^) zugrunde, die trotz ihrer Bedeutung in unserer Literatur leider 
wenig beachtet w^orden ist. Die Zeitwertverhältnisse für die Wirkungen eines Organs, 
Pankreas oder Leber, von verschiedenen Tieren auf eine Anzahl von Estern wiesen 
Schwankungen auf, die auf wechselnde Beimischungen zurückzuführen waren. Viel 
größere Differenzen zeigte aber die enzymatische Wirksamkeit der beiden Enzyme 
auf die einzelnen Substrate. „The average value of p [220] determined with Organs 
of the pig on ethyl butyrate was 2,52. The same determined with olive oil was 0,14.“^] 
„When the activity of the liver extract on the esters of the lower fatty acids is com- 
pared with that of the pancreas, it is found that the liver is several times as active 
as the pancreas, but when the higher fats are used in making the comparison, the 
activity of the liver is but a small fraction of that of the pancreas.''^] ,, These obser- 
vations seem to necessitate the view that the ester-splitting enzymes of the liver 
and pancreas are different.* ' 3 ] 

Mit derselben Absicht wird im ersten Kapitel der vorliegenden Arbeit gleich- 
falls das Wirkungsvermögen von Leber und Pankreas auf Buttersäuremethylester, 
Tributyrin und Olivenöl verglichen. Gegenüber LoevKNHART sollen Fortschritte da- 

^ Es ist schon bekannt (vgl. IV. Abhandlung ; diese Zs. Bd. 129, S. i [1923], und zwar 
S. 18, Tabelle 5), daß es für die aktivierende Wirkung z. B. von Seife eine optimale Konzentration 
derselben gibt. Wird dieselbe überschritten, so sinkt die enzymatische Wirksamkeit. 

q Jh of Biol. Cheni. Bd. 2, S. 427 [1906/7], 

*]S.444. *]vS.455- 3] «.456. 
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durch erzielt werden, daß die Enzyme sowohl in rohem wie in gereinigtem Zustand 
für die Messungen^ angewandt und daß die Wirkungsbedingungen der Enzyme besser 
vergleichbar gestaltet werden. Es war beabsichtigt, durch die Methode der aus- 
gleichenden Aktivierung die zufälligen Einflüsse auszuschalten, an denen die wechseln- 
den Begleiter der Enzyme Schuld tragen. Dieser Ausgleich ist für Pankreaslipase 
im wesentlichen geglückt, er läßt sich aber auf das Eeberenzym nicht übertragen. 
Für die vergleichenden Bestimmungen erscheint es uns nicht erlaubt, die Pankreas- 
lipase die für ihre Wirkung wichtigen Hilfsstoffe entbehren zu lassen, wenn auch 
andererseits das Leberenzym keine Ergänzung seines natürlichen Komplexes zu be- 
nötigen scheint. In unseren Versuchen tritt deutlich hervor, daß die Pankreaslipase 
für hohe Glyceride ein sehr wirksames Enzym darstellt und das Leberenzym ein dafür 
sehr ungeeignetes, und daß andererseits das Leberenzym für die Ester einwertiger 
Alkohole, wie Buttersäureester, sehr taugHch ist. Man kann das Pankreasenzym 
als eine Lipase bezeichnen, die befähigt ist, auch einfache Ester gut zu [221] hydroly- 
sieren und das Leberenzym als eine Esterase, die nur in geringem Maße befähigt 
ist, Fett zu spalten. 

Die Unterschiede, denen Loevenhart begegnet war, gestalten sich nach den 
neuen Bestimniungsmethoden weit großer. Um z. B. dieselbe Spaltung wie mit 0,01 g 
getrockneter und entfetteter Pankreasdrüse zu erzielen, sind für die Hydrolyse von 
Euttersäuremethylester nur 4 mg, von Tributyrin i g, aber von Olivenöl sogar 106 g 
getrockneter Leber nötig. 

Diese Spezifitätsunterschiede könnten unter der Annahme der Identität von 
T^eberesterase und Pankreaslipase nur in gezwungener Weise erklärt werden. Man 
müßte nämlich annehmen, daß in den Leberpräparaten die Pankreaslipase nur in sehr 
geringer Menge enthalten wäre und bei der Wirkung auf Olivenöl unter Hemmung 
durch zu große Seifenmenge stände, daß sie andererseits einen schwer abtrennbaren, 
über die Maßen wirksamen, spezifischen Aktivator für die Spaltung der einfachen Ester 
mitführte, der ihre hohe Affinität zu diesen Substraten bedingen würde. 

Als ein besonderer Fall der strukturchemischen Sondereiguung, die das Verhalten 
gegen niedere Ester und gegen hohe Glyceride bestimmt, ist die stereochemische 
Spezifität der beiden hydrolysierenden Enzyme anzusehen. Die Konfigurationsspezifi- 
tät der iipatischen Enzyme ist in den meisten Fällen keine so strenge wie die an dem 
glucosidspaltenden von E. Fischer *) entdeckte. Die erste Kenntnis vom stereo- 
chemischen Auswahlen einer Esterase verdankt man der schönen Arbeit von H, D. Da- 
rin^), der Leberenzym auf eine Reihe racemischer Ester der Mandelsäuregruppe ein-, 
wirken ließ und die optische Aktivität der Verseifungsprodukte beobachtete. Die 
Antipoden wurden wohl beide hydrolysiert, aber mit ungleicher Geschwindigkeit. 

^ Vgl. auch unsere IV. und VI. Abhandl. ; diese Zs. Bd. 129, S. i [1923] und Bd. 133, S, 229 
[1923/24]. 

’) Chem. Ber. Bd. 2;, S. 2985 u. 3479 [1894] und Bd. 28, S. 1429 [1895]; diese Zs. Bd. 26, 
S. 60 [1898]. 

*) Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 253 [1903/4] und Bd, 32, S. 199 [1905]. 
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Die asymmetrische Verseifung ist darauf auch an einem Anünosäureester, heucin- 
ester, mit Pankieasferment von 0 . Warburg^ im Laboratorium von [222] E. Fischer 
untersucht, aber auf die Wirkung von proteolytischem Enzym zurückgeführt worden. 
Nach Warburgs Annahme reagiert dieses feiner auf sterische Unterschiede als die 
Lipasen. Lipasearnies Pankreasenzym soll reines 1 -Leudn, Upasereiches daneben auch 
einige Prozente des Antipoden liefern. Noch in jüngster Zeit hielt es E. Abderhalden») 
für unbestimmt, welches Ferment diese Spaltung herbeifülirt. Es scheint uns in* 
dessen nicht möglich, die Auffassung von Warburg noch aufrecht zu erhalten. In 
einer seiner letzten Arbeiten*) „Über die asymmetrische Verseifung von racemischen 
Anünosäureestern durch Esterase“ schreibt in der Tat auch Abderhalden die Hydro- 
lyse von Tyrosinester durch Pankreatin seiner hpatischen Komponente zu. 

Auch bei Glycefiden ist asymmetrische Spaltung beobachtet worden, zuerst von 
P. Mayers) an Lecithin mit Steapsin Grübler, dann von C. Nehberg und E. Rosen- 
berg^) an Dibromstearinsäuretriglycerid mit Ricinuslipase, später von E. Abder- 
HAi^DEN und A. Weil^) an Monoacetin und Monocaproin. 

Unser Vergleich der hydrolysierenden Enzyme aus dem Pankreas und der Leber 
einer Tierart wird nun vervollständigt, indem wir die Wirkung beider, was noch in 
keinem Falle geschehen ist, auf dieselben racemischen Ester prüfen, hauptsächlich 
auf eine Anzahl von Estern der Mandelsäuregruppe. Es würde nicht genügen, zum 
Vergleich einen oder wenige Ester auszuwählen. Denn es zeigt sich, daß die Pankreas- 
lipase in einer Anzahl von F'ällen (Tabelle S. 224, Nr. 4, 5, 6 und 8) dieselben aktiven 
Komponenten vorzieht wie die Leberesterase. In anderen Fällen (Nr. i, 2, 3 und 7 
der Tabelle) sind es aber die Komponenten von entgegengesetztem Drehungssinne, 
die von den beiden Enzymen mit größerer Geschwindigkeit verseift werden. 

[223] H. D. Dakin vertrat die Auffassung, das Leberenzym bevorzuge die Ester 
von d-Mandelsäure und stets die Ester derjenigen Derivate, die ähnliche Konfiguration, 
aber nicht notwendig gleichen Drehungssinn besitzen. Die mit d -Mandelsäure über- 
einstimmende Konfiguration schrieb Dakin der durch Waldensche Umkehrung ent- 
stehenden l-Phenylchloressigsäure zu. Nun sind es aber bei der hepatischen Ver- 
seifung d-Mandelsäure und l-Phenylchloressigsanre, bei der pankreatischen Verseifung 
1 -Mandelsäure und 1 -Phenylchloressigsäure, die mit größerer Geschwindigkeit hydro- 
lysiert werden. 

Die beiden Antipoden sind für die’ asymmetrisch konstituierten und rea- 
gierenden Enzyme zwei verschiedene Substrate wie strukturchemisch ungleiche, 
die mit gewissen Geschwindigkeitsunterschieden hydrolysiert werden. Den Ge- 
schwindigkeitsunterschied finden wir bei den Estern der halogenierten Phenylessig- 
säuren gering, viel größer bei der hydroxylierten und methoxylierten Verbindung, 

3 Giern. Ber. Bd. 38, S. 187 [1905] und diese Zs. Bd. 48, S. 205 [1906]. 

Lehrb. d. physiol. Chem. 5. Aufl., 11 . Teü, S. 295 [1923]. 

*) B. Abderhalden, H. Sickel und H. XJeda, Fermentforschung Bd, 7, S. 91 [1923]- 

3 ) Biochein. Zs. Bd. i, S. 39 [1906]. "*) Biochem, Zs. Bd. 7, S. 191 [i 9 < 57 j' 

3 ) Fermentforschung Bd. 4. S. 76 [1920], 
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noch größer bei der entsprechenden Atninoverbindung (Phenylaminoessigsäurepropyl- 
ester). In allen Fällen ist die Spezifität größer bei der pankreatischen als bei der hepa- 
tischen Lipase, auch wenn beide denselben Antipoden auswählen. 

Die beiden enzymatischen Reaktionen entsprechen dem Modell asymmetrischer 
Katalyse, das G. Bredig und K. Fajans^ in ihrer Untersuchung „Über die stereo- 
chemische Spezifität der Katalysatoren“ auf gestellt haben. Die Spaltung der Campho- 
carbonsäure liefert nach Bredig und Fajans mit Chinin als Katalysator rascher 
den 1-Campher, mit Chinidin den d-Campher. 

Die stereochemische Eigenart der Leber- und Pankreasenzyme bietet eine weitere 
Stütze für die Annahme ihrer Verschiedenheit. Aber auch dieses neue Argument 
wird nicht als vollkommen beweisend anzusehen sein. Wären diese Lipasen identisch, 
so würde die eine (Leber) mit einem asymmetrischen Aktivator assoziiert Vorkommen, 
der die Geschwindigkeit der Spaltung von zwei Antipoden verschieden zu beeinflussen 

[224] Qualitativer Vergleich der stereochemischen Spezifität von Pankreas- und 

Leberenzym. 


Xr. 

Raccmische Substrate 

Drehung der rascher verseilten 
Kotnponeute 

mit P.'mkreas- 
lipase 

mit I,eber- 
esterase 

I 

Mandelsäureäthylester 


+ 

2 

Mandelsäurctnonoglycerid 

— 

+ 

3 i 

Phenyl-iiiethoxyessigsäure-niethylester . 

- 

4- 

4 ! 

Phenyl-chloressigsäure-methylester . . . 

- 

~ 

5 

1 Phenyl-bromessigsäure-methylester . . . 

- 

- 

6 

1 Phenyl-aminoessigsäitre-propylester . . 

4“ 

4- 

7 

j Tropasäure-methylester ' 

+ ■ 

— 

8 

! Leucin-propylester 

+ ' 

+^) 


imstande wäre. Alle besonderen Merkmale der Leberesterase, ihre Haltbar- 
keit, ihre Nichtaktivierung durch Seife, ihre besondere Eignung für einfache Fett- 
säureester, ihre optische Spezifität, müßten dann statt dem Enzym einem mit ihm 
zum Komplex vereinigten Koenzym zugeschrieben werden. Wenn es also einfacher 
und wahrscheinlicher ist, daß die Leberesterase und die Pankreaslipase verschieden 
sind, so sollte man doch anstreben, das Leberenzym so weitgehend zu reinigen, daß 
sich sein Verhalten in bezug auf Hemmung und Aktivierung und Haltbarkeit wesent- 
lich ändert, um mit reineren Präparaten die Versuche asymmetrischer Spaltungen 
vergleichend zu wiederholen. 

Experimenteller Teil. 

L Wirkung der Leberesterase auf verschiedene Substrate. 

I. Hydrolyse des Tributyrins; Bestimmungsmethode. 

Um die Wirkung der Pankreaslipase auf Tributyrin nach dem stalagmometrischen 
Verfahren von P, Rona und L. Michaeeis^) zu bestimmen, ist es wegen der Ab- 


^ Chem. Ber. Bd. 41, S. 752 [1908]; K. Fajans, Zs. physücal. Cheni, Bd. 73, S. 25 [1910]. 
*) 1 -Leucin, gemessen in 20% Salzsäure, ®) Biocheni. Zs. Bd. 31, S. 345 [1911]. 
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hängigkeit dieser enzymatischen Reaktion von hemmend wirkenden Proteinen [225] und 
anderen Begleitstoffen nötig, ein System aiisgleichender Aktivierung durch Zusatz 
von Albumin, Natriumoleat und Calciumchlorid einzurichten ^ Diese Zusätze be- 
wirken beim Leberenzym keine Aktivierung, sondern im Gegenteil Hemmung. Das 
Verhältnis der Butyrinspaltung ohne die hemmenden Zusätze und mit Hemmung 
war bei den einzelnen I^berproben und auf den verschiedenen Stufen der Reinigung 
annähernd konstant, nämlich etwa 2:1. Es bot infolgedessen keinen Vorteil, die 
Bestimmung mit den genannten oder ähnlichen Zusätzen vorzunehmen. Aktivierungs- 
erscheinungen werden bei dieser Hydrolyse nicht beobachtet, Aktivierungsausgleich 
war also auch nicht anzuwenden. Für unsere Messungen der Bnzymmengen sind 
daher Vorbehalte zu machen. Sie waren bisher brauchbar, da das Leberenzym sich 
in einem schon ausgeglichenen natürlichen System befindet und die im folgenden 
beschriebenen Vornahmen nichts Wesentliches daran änderten. Kleine Abweichungen 
zwischen den einzelnen Organproben mögen sich der Wahrnehmung entziehen. Man 
wird aber bei der Reinigung möglicherweise auch zu Fällen kommen, in denen die 
Hydrolyse des Tributyrins mit und ohne Calciumoleat -j- Albumin ein geändertes 
Verhältnis ergibt. Die Bestimmung ohne Zusätze könnte infolge der Abtrennung von 
natürlichen Hemmungskörpern zu günstig ausfallen, man müßte dann Ausbeute- 
bestimmungen durch Hydrolyse unter ausgleichender Hemmung anwenden. 

Die Spaltung des Tributyrins wird im folgenden ohne Einrichtung eines Aus- 
gleichs bei ^11= 8,6 stalagmometrisch gemessen. Der Versuchsansatz besteht aus 
56 ccm Tributyrinlösung, 2 ccm Enzymlösung und 2 ccin Ammonpuffer (i Teil 
2,5n-NH3 -f 8 Teile 2,5n-HH4Cl). Das benutzte gerade Stalagmometer 11 hatte den 
Wasserwert 81 (bei 20°); Anfangstropfenzahl der Tributyrinlösung 112. 

Da die Leistung des Leberenzyms in bezug auf die löslichen Glyceride zwischen 
der ausnehmend günstigen Wirkung auf die einfachen Buttersäureester und der aus- 
nehmend [226] ungünstigen Wirkung auf hohe Glyceride liegt, ist es zweckmäßig, 
sie als Maß für diese Esterase zu verwenden. Der Einheit liegt die Leistung zugrunde, 
die mit der Tropf enzahlabnahrae um 18 (etwa der halben Differenz zwischen den 
Tropfenzahlen von reiner Tributyrinlösung und reinem Wasser) in 50 Minuten ge- 
messen wird. Entsprechend der Butyraseeinheit (B.E.) des pankreatischen Enzyms 
wird auf diese Leistung die B.iE. (Leberbutyraseeinheit) bezogen. Mittels einer 
Kurve ähnlich Fig. 3 in Abh. IV^) lassen sich die gemessenen Wirkungen auf Tributy- 
rin in B.iE. angeben; die Reinheitsgrade werden durch die Anzahl von B.iE. in i cg 
Trockengewicht ausgedrückt (B.iW.). 

Die Pankreasproben III und XV (getrocknet) enthalten nach der Messung an 
Tributyrin mit ausgfeichender Aktivierung in i cg 832 und 662 B.E. ; die getrockneten 
Leberprobeh II und IV enthalten nach der Messung ohne Zusatz in i cg 9,1 und 8,5 Ein- 
heiten. Diese Zahlen drücken natürlich keine Beziehung zwischen Gewichtsmengen 

* IV. Abhandlung, Diese Zs. Bd. 129, S. i ti 923 l- 

9 Diese Z.s. Bd. 129, S. 23 [1923]- 
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zweier Enzyme ans. Vielmehr ergibt der Vergleich der Pankreas- und der Eeber- 
wirkung ganz verschiedene Werte je nach den gewählten Substraten, für welche 
diese hydrolysierenden Enzyme ungleich spezifisch sind. 

Beispiel für die Bestimmung mit und ohne Hemmung: 

a) 0,10 ccm Glycerinauszug von Leberprobe IV ohne Zusatz. Anfangszabl iii; 
Abnahme in 10' 5; 20' 9,5; 40' 17,5; 60' 23 Tropfen. Gefunden: i,22 B.tE. 

b) Mit Zusatz von 10 mg ISTatriumoleat, 10 mg CaCL und 15 mg Albumin. An- 
fangszahl 115; Abnahme in 10' 2; 20' 4; 40' 7,5; 60' 12 Tropfen. Aus dieser Wirkung 
würden sieh 0,^2 B.iK. berechnen. 

2. Hydrolyse des Buttersäuremethylesters. 

Die Wirkung des Leberenzyms auf den Buttersäureester bestimmten wir genau 
nach der titrimetrischen Methode der VI. Abhandlung, also mit den zur ausgleichenden 
Aktivierung [227] der Pankreaslipase dienenden Zusätzen von Glycerin und Calcium- 
oleat. Während von Pankreaslipase z, B. die 200 fache Enzymmenge (für die zu 
titrierende Menge, d, i ^5 des Versuchsansatzes) im Vergleich zur stalagmometrischen 
Bestimmung mit Tributyrin diente, ist hier das lofache wie bei Butyrinspaltung aus- 
reichend gewesen und es wäre besser, noch weniger Enzym anzuwenden. 

Von einem durch Kaolin- und Tonerdeadsorption gereinigten Präparat aus Leber- 
probe III diente 0,1 ccm (10,3 B.i E-, 2 mg Trockengewicht) für die Bestimmung unter 
Zusatz von Puffer, von Glycerin, Natriumoleat und Calciumchlorid.- 

Die Spaltung betrug nach 26 Minuten 26,5, nach 60 Minuten 57,2%, 

Diese Wirkung sei entsprechend der von Pahkreaslipase in Einheiten (i L.i'E. 
in 60 Minuten 25 % des Esters spaltend) ausgedrückt. Dann war die beobachtete 
Spaltung von 2,3 L.i' E. bewirkt. In i cg der gereinigten Leberesterase waren 11,5, 
in I cg der zugehörigen Leberprobe III etwa 0,3 L.i'E. enthalten, während i cg 
Pankreasprobe III und I 0,75 und 1,44 L/ E. enthalten. 

Die Hydrolyse des Buttersäureesters mit derselben Enzymmenge und unter 
gleichen Bedingungen, allein ohne Natriumoleat -f CaCL, ergab: 

Nach 16 Minuten 15,3, nach 55 Minuten 56,2% Spaltung. 

Diese Bestimmung mit und ohne Calciumoleat führte überraschenderweise zu 
gleichen Werten, wahrend das Calciumoleat die Wirkung der Leberesterase auf Tri- 
butyrin stark gehemmt hat. Auf Pankreaslipase hingegen wirkt Calciumoleat stark 
aktivierend in bezug auf beide Substrate, Tributyrin und Buttersäureester. 

Auch mit einem weniger reinen Präparat ans derselben Leherprobe III, einem 
eingedampften wäßrigen Auszug, wurde Buttersäureester ohne Aktivierung verseift. 

Angewandt 20 mg, enth. 19 B.iE., 2 Stunden zuvor mit* etwas Glycerin bei 
30° angesetzt. Die Spaltung betrug nach 60 Minuten 44%. 

Die enzymatische Leistung ist geringer, obwohl etwa die [228] doppelte Zahl 
von Einheiten, gemessen mit Tributyrin, angewandt wurden. Das Wirkungsverhältnis 
in bezug auf die beiden Substrate verschiebt sich also im Laufe der Reinigung. In rohen 
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I^eberpiäpaiaten scheint die Wirkung auf Buttersäureester einer Heniniutig durch einen 
B^leitstoff zu unterliegen, der im Laufe der Reinigung abgetrennt wird. Ebenso 
läßt sich auch eine auffallende Beobachtung von J. H. Kastle, M. E. Johnston und 
E- Elvove * deuten, die beim Stehen eines schwach sauren I^berauszuges Zunahme 
der enzymatischen Aktivität fanden, nach ihrer Auffassung infolge von Enzymbildung 
aus einem Zymogen. 

3. Hydrolyse von Olivenöl. 

Die Literaturangaben über die Wirkung des Leberenzyms auf hohe Glyceride 
sind unzureichend. C. Oppenheimer („Die Eermente“, IV. Auflage, 1913, S. 165) 
schließt aus einigen Versuchen von E. Freui>enberg^ über Eettstoffwechsel, daß 
die Leber auch kräftig Neutralfett spalte. Nach H. v. Euler („Chemie der Enzyme'', 
II. Teil, I. Abschn., 1922, S. 28), der auf Versuche von H. E. Armstrong und E. Or- 
MEROE^ Bezug nimmt, sind die Leberesterasen gegen natürliche Fette jedenfalls 
weniger wirksam als die Magenlipase. Die bestimmtesten Angaben außer den im 
theoretischen Teil zitierten Versuche von A. S. Loevenhart dürften die von E. Abder- 
halden und A. Alker"* sein. Sie erzielen mit Glycerinauszügen aus 0,2 und 0,5 g 
Leberpulver, nach W. DietzS gereinigt, in 20 und 24 Stunden bei 37° Spaltungen 
von Olivenöl entsprechend 1,05 und 13,31 ccm "/lo-NaOH. Zur Darstellung des an- 
gewandten Leberpräparates sei bemerkt, daß es nach dem Verfahren von DiETz 
beim Auswaschen der fein gemahlenenen und getrockneten [229] lycber auf der Nutsche 
mit Wasser einen beträchtlichen Teil des Enzyms verloren hat'). 

Unbekannt ist das Wirkungsverhältnis von Leber- und Pankreaslipase unter 
vergleichbaren günstigen Bedingungen. Wir wählten die Anordnung (r Stunde, 30°) 
unserer ersten Bestimmungsmethode*) der lipatischen Wirkung „im System von 
Aktivatoren bei wechselndem also unter Zusatz von Albumin und Calcium- 
chlorid. Für die Prüfung der Leberesterase ist es dabei von Vorteil, daß bei der nur 
geringen Spaltung die Reaktion des Mediums alkalisch bleibt. Unter den Bedingungen 
unserer dritten Methode 3 ), im sauren Medium, war das SpaltungsvermÖgen des Leber- 
enzyms zu gering. 

Um in der Bestimmungszeit von i Stunde gut meßbare Spaltungen zu erzielen, 
sind mindestens etwa 0,2 Lipaseeinheiten notig ; dies sind sehr große Mengen Leber- 
enzym, z. B. 1000 mal mehr Leberpulver als von getrocknetem Pankreas, 50 mal mehr 
vom konzentrierteren Leberenzym (Vers. 4) als von rohem Pankreaspulver. Aber 
auch dann führt die Spaltung nur in den Anfangsbereich unserer Kurve 4 ) „Lipase- 
menge und Verseifungsgrad" und ist nicht eben genau auszuwerten. 

~Äm7chem. JL Bd. 31, S. 521 [1904}. * Biochem. Zs. Bd. 45, S. 467 [19*2]. 

3 I^oc. Roy, Soc. Bd. 78, S. 376 [1906]. 

Feriüentforschung Bd. 7, S. 77 [1923], und zwar S. 83; s. auch E. Abderhalden und 
A. Weil, Fermentforschung Bd. 4, S. 76 [1920]. 

5 Diese Zs. Bd. 52, S. 279 [1907I 

9 Wie bei Pankreas nacli R.WillsTÄXTEr und H. Wald SCHMIDT -I/EiTz, Diese Zs. Bd. 125» 
S. 132 [1922/23], und zwar S. 151. 

9 I. Abhandl., und zwar S. 103. 9 Abhandl. I, S. 126. 9 I. Abhandl. S. 114. Abb, i. 
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Las Reaktionsgemisch läßt sich nicht ohne weiteres genau titrieren wegen seines 
großen Gehaltes an Proteinen von veränderlicher Acidität. Darum wird der Inhalt 
der Bestimmungsgläschen in einer geräumigen Porzellanschale mit loo ccm Alkohol 
vermischt und unter Umrühren auf dem Wasserbad eingedickt. Dadurch werden die 
Eiweißstoffe ausgeflockt, so daß sie nachher beim Ansäuern mit überschüssiger 
Schwefelsäure und beim Ausäthem nicht mehr viel durch Emulsionsbildung stören. 
Die ätherische Lösung wird verdampft und das hinterbleibende saure öl in alko- 
holischer Lösung mit o,2n-alkoholischer Kalilauge titriert. 

1. Versuch. Ai^ewandt 500 mg getr. Leberpr. II, enth. 462 B.iE. ; [230] vor dem Versuche 
mit Wasser stehen gelassen. Abweichend von den Bedingungen der Bestimmung war die Ver- 
suchszeit V2 Stunde. Die gebildete Säure erforderte 0,82 ccm “/5-KOH, d. i. 2,0% Spaltung, 

2. Versuch. Angewandt 250 mg eingedampfter wäßriger Auszug der beberpr. II entspr. 
0,7 g beberpulver; Enzymgehalt 600 B.iE. Die Verseifung in i Stunde erforderte 0,5 ccm 
"/s-KOH entspr. 1,3% Spaltung. 

3. Versuch. Angewandt 1,00 g eingedampfter wäßriger Auszug der Leberpr. III entspr. 
2,3 ggetr. Leber; Enzymgehalt 950 B.iE. Die Spaltung in i Stunde erforderte 1,65 cciu“/5-KOH, 
betrug also 4,1 %. 

Diese Spaltung zeigt eine Enzymmenge an, die in Lipaseeinheiten (i L.-E. unter 
den bestimmten Bedingungen 24% von 2,5 g Olivenöl spaltend, bei Leber als L-iE. 
bezeichnet) ungefähr 0,08 L.iE. beträgt. 

4. Versuch. Angewandt 10 ccm eingeengte Elution des Leberenzyms {aus Nr. III) nach 

auf einander folgender Adsorption durch Kaolin, Tonerde und nochmals KaoLLu ; Trockengewicht 
0,2 g, löfach konzentrierter als in getrockneter lycber, enth. 1060 B.i E. Nach i Stunde waren 
zur Neutralisation 0,93 ccm erforderlich entspr. einer Spaltung von 2,3%. 

Durch die Enzymmenge von etwa 1000 Butyraseeinheiten in den 200 mg dieses 
gereinigten Präparates ist ungefähr dieselbe Ölspaltung bewirkt wie von 0,7 mg ge- 
trocknetem Pankreas. Nach Vers. 2 sind in i cg Enzymmaterial 0,001 L.iE. ent- 
halten, nach Vers. 3 0,0008 L.i E-, während getr. Pankreas in i cg z. B. i L-E. enthält. 

4. Wirkungsverhältnis in bezug auf verschiedene Substrate. 

Die Geschwindigkeit der Spaltungen verschiedener Substrate ist von der Affinität 
der Enzyme zu ihnen abhängig, wird aber in ungleichem Maße von den Begleitstoffen 
beeinflußt, die in wechselnder Beschaffenheit und Menge verkommen. Da die Upa- 
tischen Enzyme nicht in reinem Zustand zugänglich sind, wird in dieser Folge von 
Arbeiten angestrebt, durch ausgleichende Aktivierung (oder Hemmung) die wechseln- 
den Einflüsse der Begleitstoffe auszuschalten. Die Methode strebt nicht etwa nur an, 
trotz der störenden Anwesenheit der Begleitstoffe zu großen Geschwindigkeiten zu 
kommen, sondern alle spezifischen Einflüsse der Begleitstoffe zu überwinden, die sich 
entweder chemisch auf die wirksamen Gruppen des Enzyms richten oder physikalisch 
das Miheu an der Oberfläche der Kolloidteilchen ändern. In einem gewissen Maße 
ist dieser [231] Ausgleich für die pankreatische Hydrolyse der Substrate OHvenöl, 
Tributyrin, Triacetin, Buttersäureester gelungen, aber einzelne Fälle abweichender 
Zeitwertverhältnisse* (Tributyrin mit Pferdepankreas, Buttersäuremethylester mit 

' IV.Abhandl., Diese Zs. Bd. 129, S. 1 (1923), und zwar S. 25 ; VI. Abliandb, Diese Zs. Bd. 133, 

S. 229 (1923/24), und zwar S. 245. 



Vergleich von lieberes terase mit Fankreaslipase. 


1329 


Schafspankreas), zeigen an, daß die Ausschaltung der Begleitstof feinflüsse nicht immer 
genügt. Sie ist in vielen Fällen für praktisch-analytische Zwecke mit genügender 
Annäherung gelungen. Aber der Geschwindigkeitsvergleich ist noch nicht geeignet 
für die Entscheidung über Spezifität der Enzyme und für Identitätsbestimnumgen. 

In der vorliegenden Untersuchung wird gezeigt, daß die Methoden der aus- 
gleichenden Aktivierung sich von Pankreaslipase auf das Leberenzym nicht übertragen 
lassen und daß die Begleiter und Zusätze wie Proteine und Kalkseifen diese Esterase 
ganz anders beeinflussen. Die lipatischen Enzyme von Pankreas und Leber sind 
entweder wesentlich verschieden oder die wirksamen Atomgruppen des einen oder 
beider stehen unter dem Einfluß wesentlich verschiedenartiger, mit den Enzymen 
eng assoziierter, ihnen wahrscheinlich nahe verwandter Stoffe, für welche die Methoden 
des Ausgleichs noch nicht genügt haben. Die weit differierenden Quotienten der 
Zeitwerte, zu denen man bei den einzelnen hydrolytischen Wirkungen dieser Enzyme 
gelangt, geben also keinen Beweis für die Identität oder Verschiedenheit, aber be- 
merkenswerte Anhaltspunkte für die Beurteilung dieser Frage. 

I. Vergleich der Methylbutyrat- und Ölspaltung. Aus den Bestimmungen mit 
der nämlichen Elution von Leberenzym (für 10 ccm gefunden 0,045 Einh. der Öl- 
spaltung und 230 Einh. der Buttersäureesterspaltung) ergibt sich 


L./E. 

L.iE." 


230 

0,045 


5100 . 


Bei Pankreasdrüsen verschiedener Tiere (Schw^ein, Pferd, Schaf) schwankt der 
Wert für i L.E. zwischen 0,77 und 3,01 L.'E. 

[232] 2. Vergleich der Tributyrin- und Ölspaltung. Für die gleiche Elution folgt 

aus der stalagmometrischen Bestimmung (10 ccm eiith. 1060 B.iE.) und der an- 
geführten Ölspaltung: 


P.iE. 

E.iE. 


1060 

0,045 


= 23 600 . 


Beim Pankreas verschiedener Tiere bewegt sich das Äquivalent für i L.E. zwischen 


1000 und 161 B.E. 


VeTgleichswerte der durch Ölspaltung bestininiteii Einheiten 

{L.iE. und L.E.). 

Leberesterase i Pankreaslipase 
(Schwein) | (Schwein) 


in Einlieiteii der Methylbutyratspaltuug . 5 

,, ,, ,, Tributyrinspaltung . . . 23000 720 1000 


3. Vergleich der Tributyrin- und Methylbutyratspaltuug. Aus denselben Be- 
stimmungen berechnet sich das Verhältnis 


während nach den früheren Angaben (i cg enth. 0,83 L.E. nach I. Abh. S. 115 oder 
830 B.E. nact IV. Abh. S. 23 und 1,5 cg enth, r L.'E. nach VI. Abh. S. 238, also 


WUlstätter, Enzyme. 
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I cg 0,67 L.'E.) vom Pankreas und zwar von Probe III einer E.'E. 1240 B.E. äqui- 
valent sind. 

Von der lieber des Scbwemes (und zwar von der getr. Probe IV) wären daher 
anzuwenden 

für die Ölspaltung 106 g, 
für die Tributyrinspaltung i g, 
für die Methylbutyratspaltimg 4 mg, 
um dieselbe Spaltung zu erzielen wie durch i cg Pankreasprobe IIL 

Die eigentliche Bedeutung dieser Zeitwertquotienten wird sich erst aus genauen 
Affinitätsbestimmungen ergeben, aber die Hpatischen Enzyme bieten für veigleichende 
kinetische Untersuchungen ein besonders ungünstiges Material. Mit einfachen Estern 
sind Untersuchungen über den Einfluß der Substratkonzentration ausgeführt worden, 
aus denen sich schon [233] Folgerungen hinsichtlich der Affinität der Esterase zu den 
Substraten ziehen lassen. 

Zuerst haben J. H. Kastle und A. S. Eoevenhart^ sodann J. H, Kastle, 
M. E. JoHNSTON und E. Elvove^ mit Eeberesterase (vom Schwein) die Spaltung des 
Äthylbutyrats und Äthylacetats gemessen und von der Esterkonzentration weit- 
gehend unabhängig gefunden. Auch G. Peirce ^ hat in genaueren Untersuchungen 
beobachtet, daß die absoluten Spaltungsbeträge, in gleichen Zeiten durch gleiche 
Ferment mengen bedingt, von der Substratkonzentration in weiten Grenzen unab- 
hängig sind. Er schließt daraus, daß schon in "/200-Eösung des Esters der größte Teil 
des Enzyms an Substrat gebunden sei. Eine wichtige neue Arbeit ,,Zur Kinetik der 
Eipasereaktionen“ von S. Arrhenius^, die sich auf eine in Stockholm ausgeführte 
Untersuchung von E. Knarfl-Eenz5 stützt, bestätigt, soweit es sich um den Einfluß 
der Substratkonzentration handelt, im wesentlichen jenes Ergebnis, In eingehender 
Diskussion des zeitlichen Reaktionsverlaufes kommen Knaefl-Eenz und Arrhenius 
zu dem Schlüsse, daß die Esterspaltung durch das Eeberenzym mit fast genauer 
Proportionalität zwischen Versuchszeit und umgesetzter Menge von Äthylbutyrat 
verlaufe. Und S. Arrhenius folgert weiter „Der lineare Reaktionsverlauf ist voraus- 
sichtlich der für enzymatische Reaktionen normale.'* 

Man darf wohl aus den zugrunde liegenden Versuchen schließen, daß auch Affi- 
nitätsmessungen eine hohe Affinität der Esterase zu den einfachen Estern ergeben 
würden. Bei willkürlich gewählten Estermengen wird meist die optimale [234] Kon- 

^ Am. Chem. Jl. Ed. 24, S. 491 [1900]. 

* Am. Chem. Jl. Bd. 31, S. 521 11904], und zwar S. 546. Man bemerkt hingegen in der 
Tabelle S. 544, daß die Spaltungsbeträge mit der Esterkonzentration ansteigen, sogar noch bei 
höheren Konzentrationen. 

3 Am. Chem. Jl. Bd. 32. S. 1517 [1910]. 

^ Medd, fr. K.Vetenskapsakad. Nobelinst. Bd. 6, Nr. 4 [1922/23]; Zs. f. angew. Chem. Bd. 36, 
S. 455 [1923]- 

5 Medd. fr. K. Vetenskapsakad. Nobelinst. Bd. 6, Nr. 3 [1922]; Arch. für exper. Pathol. 
Bd. 97, S. 242 [1922/23]. 

6 A. a. O. S. 33. 
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zentration schon überschritten sein. Ganz anders liegen aber die Verhältnisse bei 
den Reaktionen der pankrea tischen Lipase. Nach unseren in der Tab. r zitierten 
früheren Messungen^ ihrer Wirkung auf die Ester der Buttersäure besteht nämlich 
annähernde Proportionalität zwischen den absoluten Spaltungsbeträgen und den 
Substratkonzentrationen bis zur Löslichkeitsgrenze. Da selbst in gesättigter Ester- 
lösung noch nicht alles Enzym an Substrat gebunden zu sein scheint, mithin ein un- 
bekannter Bruchteil des Enzyms nicht mitbestimmt wird, ist die Pankreaslipase dem 
Leberenzym gegenüber im Vergleich benachteiligt und man sollte Messungen bei 
Konzentrationen anstreben, bei welchen gleiche Bruchteile der Enzyme mit dem 
Substrat verbunden wären. 


Tabelle i. 

Esterspaltung durch Pankreaslipase bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 


Äthylbutyrat mit o,8 ccm Enzym 

j Methylbutyrat mit 0,4 ccm l\iizym 

ccm Ester 

ccm KOH 

0,2 n. ' 

Spaltung 

i (%) 

ccm Ester 

ccm KOH 

0,2 n. 

Spaltung 

(%) 

0,05 

0,92 

48.5 

0,06 

0.54 

197 

0,10 

i 1.85 

48,8 

0,12 

! 1.36 

24,8 

0.15 

2,62 

46,0 

0,25 

2,58 

' 23,4 

0,20 

2,80 

37.0 

0,50 

3.90 

17.7 

0,50 

2.75 

14.5 

1,00 

3.98 

9.0 


Der Unterschied in der Abhängigkeit von der vSubstratkonzentration wird auf 
den Reaktionsverlauf Einfluß haben. Während das Enzym mit großer Affinität, 
die Leberesterase, (mit überschüssigem Substrat) nach Arrhenius nullniolekularen 
Verlauf ergibt, wird für Pankreaslipase, also für ein Enzym mit geringerer Affinität 
zum Substrat und mit der annähernden Proportionalität der absoluten Spaltung und 
der Substratkonzentration monomolekularer Rcaktionsverlauf zu erwarten 'sein, in- 
soweit Enzymzerstörung und andere Einflüsse wie Hemmung durch Spaltprodukte 
keine Komplikationen bedingen. 

j-225] IL Reinigung durch Adsorptionsmethoden. 

I. Das Ausgangsmaterial. 

Während frühere Autoren aus dem frischen Organ nach dem Zerkleinern oder 
Zerreiben mit Kieselgur und Sand zumeist mit angesäuertem Wasser lipatische Aus- 
züge bereiteten, finden wir es zweckmäßiger, nach den Erfahrungen mit der Pankreas- 
und der MagenHpase die Leber (für die meisten Versuche vom Schwein, für andere 
vom Pferd) mit Aceton zu trocknen, um das Enzym daraus mit Wasser oder Glyceriu 
in Lösung überzuführen. 

I kg Leber (von 3 jungen Schweinen) lieferte durch Acetontrocknung 190 g, 
die zur Bestimmung und zur Extraktion sehr fein gemahlen wurden. 


* VI. Ahhandl., S. 232. 


84- 
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Durch angesäuertes Wasser erhält man geringere Ausbeuten, aber reinere Lö- 
sungen; mit alkalihaltigem Wasser, wie schon J. H. Kastee, M. E. Johnston und 
E. Eevove ^ bemerkten, reichlichere Ausbeuten und konzentriertere Enzymlösungen, 
indessen auch mehr von den Begleitstoffen, die durch die Millonsche Reaktion und 
die Pettenkofersche Gallensäureprobe angezeigt werden. 

Das Enzym wird nur langsam und von viel Lösungsmittel, etwa dem 40 fachen 
der trockenen Leber, annähernd vollständig extrahiert. 

1. Beispiel. Je 1,0 g Leberpr. II wurde mit 20 ccm 0,025 n-NHj ausgezogen a) ’/j. b) i, 
c) 2, d) 8 Stunden. 

Je 0,05 ccm Filtrat enthielten a) 1,17, b) 1.60, c) 1,73, d) 2,10 B.E. 

2. Beispiel. Je 1,0 g Leberpr. III ebenso a) Vj- b) 8 Stunden behandelt. 

0,05 ccm Filtrat enthielten a) 0,45, b) 0,88 B.iE. 

Um den enzymatischen Wert der getrockneten Leber zu bestimmen, was stalagmo- 
metrisch mit dem Pulver selbst nicht tunlich ist, muß man längere Zeit und mit reich- 
licher Menge verd. Ammoniaks digerieren. Es empfiehlt sich, i g des Organmaterials 
im Zentrifugenglas mit 20 oder besser mit 50 ccm o,025n-NH3 anzurühren, 1^2 bis 
2 Stunden stehen zu lassen [236] und abzuzentrifugieren, Während die Wirksamkeit 
der abgetrennten und gemessenen klaren Lösung bestimmt wird, setzt man in der- 
selben Weise einen zweiten amraoniakalischen Auszug an und so fort, bis die Losung 
nur noch zu vernachlässigende Anteile des Enzyms aufweist. 


Beispiel 

1 aus I^eterprobe II i 

aus T,ebeq)robe IV 

I. Auszug 

15,7 ccm enth. 628 

45,0 ccm enth, 705 B.iE. 

2- 

17,9 ccm ,, 186,2 

48,2 ccm ,, 120 

3- M ' 

19,0 ccm 68,4 

48,5 ccm ,, 25 

4 - 

18,7 ccm ,, 28,1 

— — 


Danach ist der Lipasewert der beiden Leberproben = 9,1 und 8,5 (Anzahl von 
Butyraseeinheiten in i cg, B.iW.). Bei Leberprobe IV waren im ersten Auszug 
schon 83% des im ganzen aufgelösten Enzyms vorhanden. 

Die mit sehr verdünntem Ammoniak bereiteten Auszüge aus Schweineleber ent- 
hielten das Enzym 2,7-, 3,9-, 3,6-, 4,5 fach konzentrierter als das entfettete und ent- 
wässerte Organ. Beim Abdampfen im warmen Luftstrom trat nur unwesentlicher 
Verlust ein, beim Wiederauflösen der Trockenpulver, die haltbar und leicht zerreib- 
lich waren, stieg die enzymatische Konzentration noch an, da bis ^3 der Rückstände 
durch Denaturierung unlöslich wurde und wenig Enzym zurückhielt. Aus Pferde- 
leber ging mehr Substanz in Lösung, z. B. lieferten 50 g Leberpulver (38500 Bi.E.) 
mit 2 Liter 0,025 n-NH^ i^ 2 Stunden eine tiefbraune Lösung, die fast alles Enzym 
(37800 B.iE.) in 21 g Trockengewicht enthielt. Davon blieben beim Wiederauflösen 
36% zurück, so daß sich die enzymatische Konzentration vom 2,3 fachen zum 3,6- 
fachen des Ausgangsmaterials verbesserte. 

Reinere Esteraselösungen gewinnt man mit Glycerin, fast 8 fach konzentrierter 
als in trockener Leber, z. B. lieferten 5 g Leberprobe IV mit 250- ccm Syproz. Glycerin 


* Am. Chem. Jl. Bd. 31, S. 521 [1904]. 
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in 12 Stunden bei 30° eine I^ösung, von der 0,1 ccm 1,32 B.iE. enthielt. Ohne Ver- 
lust filtriert gedacht, waren im Glycerin fast 80% der theoretischen Ausbeute gelost. 
Die Glycerinlösungen waren [237] aber für die folgenden Reinigungsoperationen w^enig 
geeignet. Beim Fällen mit Alkohol und Äther verlor das Enzym seine Wirksamkeit. 

2. Adsorptionsverhalten. 

Es ist ein leichtes, mit einer einzigen Adsor|:)tion, ebenso gut durch Kaolin wie 
durch Aluminiumhydroxyd, die Esterase von der Hauptmenge begleitender Gallen- 
säuren und Proteine zu befreien und ihren Reinheitsgrad auf das 20 fache des Leber- 
pulvers, auf das 6 fache eines mit Ammoniak gewonnenen Auszuges zu steigern. Da- 
gegen haben Wiederholungen der üblichen Adsorptionsverfahren in diesem Falle keinen 
deutlichen Nutzen mehr geboten. Durch Elektrodialyse, die vor kurzem beim In- 
vertin I und zu gleicher Zeit durch R. Fricke und P. Kaja" bei Malzdiastase mit 
Erfolg Anwendung gefunden hat, gelingt infolge der Ausflockung von Globulinen eine 
weitere Steigerung der enzymatischen Konzentration auf etwa das 2^/2 fache der nach 
der Adsorptionsmethode erzielten. 

Die Adsorption mit Kaolin oder Tonerde geschah aus saurer Lösung, bei — 4,2 
bis 4,4, eingestellt mit Ammonacetat-Essigsäure-Mischung, Man brauchte viel Adsor- 
bens und ermittelte die Menge im Vorversuch, so daß etwa 10% der Esterase in der 
Restlösung blieben; sonst wäre zu viel Adsorbens nötig und die Ellution erschwert. 
Für alle Elutionen war verdünntes Ammoniak (0,25 n) zweckmäßig und ausreichend. 
Da das Enzym in der ammoniakalischen Lösung nicht immer haltbar war, führten 
war die Elution sofort in den schon vorbereiteten Vakuumverdampfapparat ^ ein. 
Bei raschem Einengen auf Vio Volumen begegneten wir keinem großen Verlust; pep- 
tisiertes Aluminiumhydroxyd pflegte dabei auszuflocken, die Losung wurde auf der 
Kutsche durch eine dünne Schicht von Kieselgur klar abgesaugt. In allen Stadien 
der Reinigung [238] waren die Lösungen ohne Glycerinzusatz lang genug haltbar 
und ließen sich unter Erhaltung des Enzymwertes auch zur Trockne eindunsten. 

I. Beispiel: Adsorption durch Kaolin. 

Aus Leberprobe III, einem wenig günstigen Ausgangsmaterial von B.iW. r:- 3^5, war durch 
Ausziehen mit verdünntem Ammoniak und Abdampfen ein Rohpräparat von B.iW, = 8 ge- 
woimen. 15 g davon wurden in 1800 ccm Wasser unter Zusatz von jo ccm 0,25 n-NH3 gelöst 
und nach Versetzen mit 30 ccm n-Essigsäure mit 15 g elektroosmotisch gereinigtem Kaolin zu 
90 % adsorbiert. Das in der großen Zentrifuge abgetrennte Adsorbat wurde alsbald in den Bechern 
mit 1500 ccm 0,25 n-NH^ angerührt. Die entstandene Elution wurde sofort wieder durch Zentri- 
fugieren vom Kaolin getremit und ini Vakumn eingeengt. Die Ausbeute betrug 75 %, der Rein- 
heitsgrad 76 B.iW. Die Milionprobe fiel noch deutlich aus, die Galleusäureprobe nach Petikn- 
KOFER und Myeius (mit 75 B.iE.) nur mehr schwach. 

Eine anschließende Reinigung fast der ganzen Menge nach dem Tonerdeverfahren 

und eine nochmalige Adsorption durch Kaolin verbesserten die enzymatische Kon- 
» 

t R. WIEIATÄTTER und K. SCHNEIDER, Diese Zs, Bd. 133, S. 193 [1923/24]. und zwar S. 208 u.f. 

" Cheni. Ber. Bd. 57, S. 310 [1923/24]. 

3 R. WiEicSTÄTTER, J. Graser und R. Kuhn, Diese Zs. Bd, 123, S. i [1922], und zwar S. 30. 
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zentration nicht erheblich und brachten die Begleitstoffreaktionen nicht zum Ver- 
• schwinden. 

Von der letzten Elution unterwarfen wir z. B. 5 ccm einer dreistündigen Elektro- 
dialyse (Rückgang von 19 bis unter 3 Milliamp.). Die von ausgeschiedenen Flocken 
in der Zentrifuge befreite Eösung hatte 15 % vom Enzym verloren (35 ccm, davon 
enthielten 10 ccm 134,4 gaben 7,29 mg Abdampf rückstand), ihr Reinheits- 

grad war auf B.iW. = 184 gestiegen. 

2. Beispiel: Adsorption durch Tonerde. 

Von demselben Esterasepräparat, aimnoniakalischcm Auszug von Teberprobe III, wurden 
1,5 g Trockenrückstand (B.iW. = 8) unter Zusatz von 12 ccm 0,25 n-NH3 in 48 ccm Wasser 
gelöst und nach Ansäuern mit 12 ccm n-Essigsäure mit 40 ccm Aluminiumhydroxydsuspension C 
(0,2452 g AljOj) adsorbiert. Die mit 100 ccm 0,25 n-NH3 gewonnene Elution, rasch auf 76 ccm 
eingeengt und durch Kieselgur fütriert, enthielt 900B.1E. entsprechend 75% Ausbeute und 
ihre enz3n,natische Konzentration war fast aufs 20 fache (im Vergleich zur getrockneten Eeber) 
gesteigert (B.iW. = 68). Der Trockenrückstand (aus 5 ccm: 8,8 mg) war nach 3 tägigem Auf- 
bewaliren im Exsiccator unverändert wirksam. Die Gallensäurereaktion und die Milionprobe 
fielen noch deutlicla aus. 

[239] 3, Haltbarkeit. 

J. H. Kastek und A. S. Eoevenharts sowie J. H. Kastee, M. E. Johnston 
und E. Eevove* machten bemerkenswerte Angaben hinsichtlich der Haltbarkeit der 
Eeberesterase, die sie über Erwarten groß fanden. Die einfach mit Wasser gewonnenen 
Auszüge waren wenig beständig, dagegen zeichneten sich die mit etwas Säure be- 
reiteten Eösungen durch ihre große, selbst monatelange Haltbarkeit aus. Ähnlich 
urteilten die amerikanischen Forscher über die Beständigkeit der pankreatischen 
Eipase, aber es scheint, daß ihre Beobachtungen in diesem Falle unter dem Mangel 
einer guten Bestimmungsmethode gelitten haben. Es gibt in dieser Beziehung zwischen 
PankreasHpase und Eeberesterase auffallende Unterschiede, E. Knaeee-Eenz^ er- 
hielt aus Pankreas fast unwirksame wäßrige und an Wirksamkeit sehr rasch ver- 
lierende Glycerinlösungen, während seine Präparate aus Rinderleber im Eaufe eines 
Jahres ihre Wirksamkeit behielten. Auch R. Wieestätter und E. Waldschmidt- 
Eeitz'^ wiesen auf die Wirkungsabnahme wäßriger Auszüge der getrockneten Pankreas- 
drüse hin, die z. B. in 20 Stunden 50 % betrug. Diese Unbeständigkeit ist nicht oder 
nicht ausschließlich durch die (^genwart des Trypsins bedingt, denn die enzymatisch 
homogenen Eösungen der Pankreaslipase, die in der II. Abhandlung dieser Reihe 
beschrieben wurden, waren noch zersetzhcher. 

Nach der Reinigung durch Kaolin- oder Tonerdeadsorption waren die Esterase- 
lösuijgen, die uns zu Beobachtungen über die Haltbarkeit dienten (Tab. 2), in den 
meisten Fällen nicht beständig, sondern sie erfuhren in den ersten Tagen der Auf- 
bewahrung bei Gegenwart von Toluol eine Wirkungsabnahme um z. B. oder 

* Am. Chem. Journ. Bd. 24, S. 491 [1900], und zwar S. 498. 

* Am. Chem. Journ. Bd. 31, S. 521 [1904], und zwar S. 527. 

3 Arch. für exper. Pathol, Bd. 97, S 242 [1922/23]. 

^ II.AbhdL, S. 152. 
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Dagegen war von Anfang an konstant eine durch Kaolin, Tonerde und wieder Kaolin 
gereinigte Esteraselösung (Nr. 5 der Tab. 2) ; es scheint, daß die bei den anderen Lo- 
sungen beobachtete Aktivitätseinbuße schon [240] im Gang der in diesem Falle 
mit Verlust verbundenen Operationen eingetreten war und daß das noch vorhandene 
Enzym sich noch oder wieder in geschütztem Zustande befand. Die darauf folgende 
Elektrodialyse bedingte eine Steigerung des Reinheitsgrades, aber eine neue Einbuße 
beim Aufbewahren. Die Abnahme schritt in den untersuchten Fällen nach einiger 
Zeit nicht weiter, das verminderte Wirkungsvermögen blieb lange bestehen. 


Tabelle 2 . 

Haltbarkeit der Leberesterase auf vcrschicdeiieii Reiiiheitsstufen. 


^’r, 

Enzympräparat 

n. 

frisch 

Iv. in 0,2 ccni best. 

nach <) — 10 1 «ach 25 — 30 

Tagen i Tagen 

I 

Flution aus Kaolin, ohne Toluol 

1,20 

0,98 


2 

mit Toluol 

I, 2 Ü 

0,95 

0,90 

3 

i ,, ,, ,, und Tonerde, ohne Toluol . 

0,85 

0,63 

— 

4 

j ,, ,, ,, mit Toluol . 

0,85 

0.74 

— 

5 

,, , Tonerde, Kaol., mit Toluol . 

0,90 

0,88 

— 

6 

! Dieselbe, clcktrodialytisch gereinigt, ohne Toluol 

1,20 

0,70 

0,66 


III. Hemmungserscheinungen. 

I. Einfluß von fettsauren und von gallensaiiren Salzen. 

Pankreashpase (und Magenlipase) ist in rohem und reinerem Zustand in ihrer 
Wirkung auf Tributyrin von Begleitstoffen und Zusätzen stark abhängig; die Hydro- 
lyse wird wesentlich beschleunigt durch Natriumglykocholat, Natriumoleat und be- 
sonders Calciumoleat, sie wird gehemmt durch Eieralbumin. Im Abschnitt (I, i) 
über die Bestimmung des Leberenzyms mit Tributyrin wmrde schon darauf hin- 
gewiesen, daß der Zusatz von Calciumchlorid mit Natriumoleat und Albumin, der 
für die stalagmometrische Bestimmung der Pankreaslipase mit dem Substrat Tri- 
butyrin zum Ausgleich nötig ist, bei J, eberesterase nicht beschleunigend, sondern 
hemmend wirken würde und zwar um etwa 50 % . Einige Beispiele solcher Hemmungen 
sollen in der Tab. 3 angeführt werden. Es wird darin gezeigt, daß der Einfluß der 
Zusätze, [241] worin die hepatische Esterase sich von der pankreatischen so wesent- 
lich unterscheidet, bei der Reinigung des Leberenzyms noch nicht zum Verschwinden 
gebracht werden konnte. Die wiederholte Überführung in Adsorbate und Entbindung 
aus ihnen, auch die mit erheblicher Steigerung der enzymatischen Konzentration 
verbundene Elektrodialyse hatte keine Änderung der Eigenschaften zur Folge ; dennoch 
ist es nicht ausgeschlossen, daß das Verhalten von Begleitstoffen, vor allem aktivierend 
wirkenden, 'bestimmt ist, und zwar von solchen, die durch irgend welche Reinigungs- 
vomahmen vom Enzym abgetrennt werden könnten. 

So verschieden also der Einfluß von Seife und anderen Zusätzen auf pankreatische 
und hepatische Esterase erscheint, gemeinsam ist beiden Enzymen, daß sie in ihrem 
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Wirkungsvermögen von Fremdstoffen in hohem Maße abhängen. Die Versuche Nr. 8, 
12 und i6 der Tab. 3 zeigen, daß Seife und Glykocholat * schon in kleiner Konzen- 
tration hemmen, besonders stark Calciumoleat. Die Hemmung läßt sich auffallender- 
weise durch Zusatz von Albumin abschwächen (Versuch Nr. 13 und 14). Bieralbumin 
allein sowie Calciumchlorid (Versuche Nr. 3 und 9) hatten keinen Einfluß, letztere 
Beobachtungen sprechen eher dafür, daß die Beberesterase, wie sie im Organ und in 
den Präparaten enthalten ist, im Wirkungsvermögen unter dem Einfluß natürlicher 
Begleitstoffe steht. 


2. Giftwirkungen nach P. Rona. 

Die auffallenden, von Organ zu Organ, von Tier zu Tier wechselnden Einflüsse 
gewisser Alkaloide und anderer Gifte auf Bipasen, die P. Rona^ mit seinen Mitarbeitern 


[242] Tabelle 3. Hemmung der Esterasewirkung auf Tributyrin. 


Nr. 

Enz_vmlösung 

1 Zusätze 

Na- 

triutn- 

oleat 

tng 

Na- 
trium j 
glyko- 
cholat 
mg 

CaClj 
mg 1 

Al- 

bumin 

mg 

E.'E- 

Hem- 

mung 

% 

I 

0,5 ccm eingedaiupfter Wasser extrakt, Probe II 

j 

! 



1 

0,63 


2 

desgl. 

IO 

^ — 

— 

— 

0,28 

^ 5Ö 

3 

desgl. 

— 

— 

— 

15 

0,58 

(8) 

4 

desgl. 

IO 

i 

’ IO 

U 


1 

5 

0,2 ccm Elution aus Alum., Kaolin, Probe III 

— 

— 

— 


,0.93 j 

■ — 

6 

desgl. 

I 

— 

— 

— 

6,80 

14 

7 i 

desgl. 

IO 

' — 

— 

— 

p,io ; 

! 89 

8i 

desgl. 


3 


— 

0,64 

31 

9 

desgl. 

— 1 

' — 

IO 


0,90 

( 3 ) 

IO 

desgl. 

IO 

— 

IO 

— 

0.05 

95 

II 

0,02 ccm Elution Kaolin, Almii., Kaolhi, Probe III 

— 

— 

— 

— 

1,90 

— 

12 

desgl. 

5 

^ — 

i — 

! — 

1,20 

37 


desgl. 

IO ; 

— 

10 

— 

0,30(0,30) 

84 

14 

desgl. 

IO 1 

— 

10 

15 

0,90(0,90) 

53 

15 

0,2 ccm Elution Kaolin, Alum. , Kaol. ; 5 Std, el. dial. , 

— 

■ — 

— 


1,20 

— 

16 1 

desgl. 

2 

— 

— 

— 

0,80 

33 


in einer [243] Reihe sorgfältiger Untersuchungen kennen gelehrt hat, scheint uns von 
den natürlichen Begleitstoffen der Enzyme nicht unabhängig zu sein. In jüngster 
Zeit haben P. Rona und H. Petow^) jene Versuche so ausgelegt, „daß die Giftempfind- 
lichkeit der in Frage kommenden F'ermente nicht von den die Fermentwirkung be- 
gleitenden Faktoren der Umgebung, sondern von der ,, Natur" (chemische und physi- 
kalische Konstitution) des Fermentes selbst abhängt". Die Frage, „wie weit die Fer- 

' Bei der Hydrolyse von Estern niederer Fettsäuren ist die Hemmung durch gallensaures 
Salz schon von A. S, LoevEnhart {Jl. of Biol. Cheni. Bd. 2, S. 449 [1906/07]) eingehend unter- 
sucht worden, 

® P. Rona und E. Bach, Biochem. Z.s. Bd. in, S. 166 [1920]; P. Rona und D. Retnicke, 
Biochem. Zs. Bd. 118, S. 213 [1921]; P. Rona und R. Paveovic, Biochem. Zs. Bd. 130, S. 225 
[1921] und Bd. 134, S. 108 [1922]; P. Rona und M. Takata, Biochem. Zs. Bd. 134, S. 118 [1922]. 

Biochem. Zs. Bd. 146, S. 28 [1924]. 
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mente als solche und wie 'weit die Umgebung das Verhalten gegen die Gifte bestimmt“, 
haben nun P. Rona und H. Petow neuerdings auf dem Wege geprüft, daß sie die an- 
zuwendende Leber- und Pankreaslipase nach den Verfahren unseres Laboratoriums 
reinigten. Das Ergebnis war: „Das in vergangenen Untersuchungen festgestellte 
spezifische Verhalten der Lipasen verschiedener Herkunft läßt sich auch an weitgehend 
gereinigten Fermenten wiederfinden. 

Die Giftempfindlichkeit bzw. die Resistenz gegen die angewandten Gifte Chinin 
und Atoxyl war bei nach Wilestätter hergestellten Lipasen aus Schweinepankreas 
und Schweineleber, wie bei durch fraktionierte Fällung gereinigter vSerumlipase dieselbe 
wie bei den wäßrigen Auszügen der betreffenden Organe bzw. vom ursprünglichen 
Serum.“ 

Es erscheint uns zweifelhaft, ob es für diesen Zweck nicht notig wäre, die Reinigung 
weiter zu führen, als es in den Versuchen von Rona und Petow geschehen ist. Um für 
diese Fortsetzung der physiologisch bedeutsamen Versuche eine Anregung zu geben, 
seien im folgenden {Tab. 4) einige von den Versuchen mitgeteilt, in denen wir im 
Sinne der Untersuchungen Ronas an Pankreas- und Leberenzym von verschiedenen 
Reinheitsgraden die Einflüsse von Chinin und Atoxyl verglichen haben. Leberlipase 
vom Schwein in ziemlich rohem Zustand (Versuch Nr. 2 und 3) wurde durch Atoxyl 
um etwa 30% gehemmt, nach der Reinigung mit mehreren Adsorptionsverfahren in 
vergleichenden Versuchen um über 70%. Die Hemmung durch Chinin war auch am 


[244] Tabelle 4, Wirkung von Chinin und Atoxyl anf Lipasen. 


i 

Xr. : 

Enzympräparat 

Zusatz 

Ein- 

\virkuii>:;s- 

(laur'i 

U.lv fJlJlL- 
Aktiv, 
best. 

Abnahme 

% 

1 

0,1 ccm Leberprobe III eines wäßrigen, 
nicht weiter gereinigten Auszugs . - . 



0.51 


2 

desgl. 

0,5 mg Atoxyl 


0,35 

31 

3 

desgl. 

1,0 ,, 

60' 

0,39 

24 

4 

0,4 ccm Leberprobe III, ger. durch Adsorp- 
tion an Kaolin, Alum. u. Kaol., el. dialys. 





1.23(1,30) 


5 

desgl. 

0,5 mg Atoxyl 

6ü' 

0.36 

71 

6 

desgl. 

5.0 ,, 

60' 

0,16 

87 

' 7 

desgl. 

0,5 ,, Chinin 


1,10 

I I 

8 

desgl. 

1,0 ,, 

3 «' 

I,(X> 

19 

9 

Serum, Pferd, 10 fach gereinigt , 

— 

^ — 

0.62(0,60) 

— 

10 

desgl. 

0,5 mg Chinin 

1 60' 

0,62 

0 

1 1 

desgl. 

5 

! 60' 

0,60 ! 

3 

12 

desgl. 

q ,, Atoxyl 

‘ 6ü' 

0,58 

1 

^3 

desgl. 

1 10 ,, 

^ 60' 

0.57 


14 

Pankreaspr. IV, Glycerinauszug (Schwein) 


■ — 

1,60 


15 

IV, 

10 mg Chinin 

30' 

145 

: 28 

16 

I, 

— (-)* 

1 30' (30') 

i, 70(1,42) 

:_(_) 

U 

„ . L 

10 (10) mg Chinin 

. 30' (30') 

1,60(1,30) 

6 (8) 

18 

L 

mit 15 mg Eieralb. vers 

- (--) 

: - (-) ' 

i,i 5 (y> 97 ) 

i-(-) 

19 

desgl. 

10 (10) rag Chinin 

! 30' (30') 

0,60(0,60) 

! 48 (38) 


* Die eingeklaminerten Werte in Versuch 16—19 ^vurden 2 Stunden später mit derselben 
Lösung erhalten. 
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gereinigten [245] Präparate nicht bedeutend. Bei Pankreaslipase vom Schwein (Ver- 
suche Nr. 15 und 17) fiel die Hemmung durch Chinin von Präparat zu Präparat ver- 
schieden aus. Versetzten wir aber eine Glycerinlösung von Lipase, die gegen Chinin 
unempfindlich war, mit Albumin, so rief danach ein Zusatz von Chinin bedeutende 
Hemmung hervor (Versuch Nr. 19). Wir schließen daraus, daß doch den begleitenden 
Fremdstoffen ein großer Einfluß auf die Wirkung der Gifte zukommen kann. 

IV. Vergleich asymmetrischer Esterhydrolysen durch Pankreas- und Leberenzym. 

Die im theoretischen Teil besprochenen Untersuchungen über Konfigurations- 
spezifität behandeln die asymmetrische Spaltung, die zuerst H. D. Dakin mit Leber- 
esterase aufgefunden hat, und einige wenige Spaltungen, die danach unter Verwendung 
von Pankreasenzym mit racemischen Estern und Glyceriden 0 . Warburg, P. Mayer, 
sowie E. Abderhaeden mit A. Weie und mit H. Sickee und H.Ueda beobachteten. 
Vergleichend ist die Wirkung der beiden Enzyme noch an keinem Substrat geprüft 
worden. Es würde auch, wie im folgenden gezeigt wird, nicht genügen, an einem oder 
einigen Substraten Pankreaslipase und Leberesterase zu vergleichen, um zu finden, 
ob sie in ihrer Konfigurationsspezifität übereinstimmen. 

Bei den Estern und dem Monoglyceride der Mandelsäure und bei dem Ester des 
Mandelsäuremethyläthers zeigt es sich, daß die Pankreaslipase die 1 -Form rascher 
verseift, während bei Leberesterase nach Darin im Gegenteil die abgespaltene Säure 
rechtsdrehend ist. Auch bei Tropasäureester finden wir entgegengesetzte Drehung des 
verseiften Anteils, in diesem Falle Rechtsdrehung nach pankreatischer, Linksdrehung 
nach hepatischer Hydrolyse. Dagegen stimmen die beiden Enzyme in der auswählen- 
den Verseifung dem Sinne nach überein, wenn man als Substrate die racemischen 
Ester einiger anderer, nämlich mit Mandelsäure nahe verwandter Phenylessigsäuren 
anwendet: der Phenyl-chlor-, -brom- und -aminoessigsäure. In diesen Fällen zeigen 
die zuerst, gebildeten Säuren immer [246] gleichen Drehungssinn (die halogenierten 
Links-, die Aminosäure Rechtsdrehung). Auch bei einem Substrat aus einer anderen 
Gruppe, Leucinester, wiederholt sich diese Erscheinung. Pankreaslipase zieht hier 
wie die Leberesterase die 1 -Komponente vor. 

Da im Anfangsbereich der Spaltung die Werte für die spezifischen Drehungen der 
entbundenen Säuren günstiger ausf allen als im weiteren Verlauf der Hydrolyse, unter- 
warfen wir reichliche Substratmengen, z. B. ^j2oo Mol (o,g g Mandelsäureester) im Vo- 
lumen von 25 ccm der Verseifung. Das Enzym wurde in Form der getrockneten Organe 
angewandt, Pankreasprobe III und Leberprobe IV, beide vom Schwein. Die Hemmung 
durch die frei werdende Säure vermeiden wir durch die Anwendung von Natrium- 
bicarbonat, und zwar zumeist zusammen mit Kohlensäure als Puffer von = etwa 7. 
Diese Reaktion ist für beide Enzyme nicht besonders günstig, aber bei optimalem 
p^ (etwa 9) wäre die Verseifung einiger Ester durch den Puffer allein zu beträchtlich. 
Die gewählte Bicarbonatmenge war einem Viertel des Esters äquivalent. Unter diesen 
Bedingungen ist sogar der leicht verseifbare Mandelsäureester genügend beständig; 
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in 24 Stunden wurden bei 20° im Blindversuch 2% Mandelsäureäthylester verseift 
(gef. 048 ccm o,2n-KOH). 

Das Enzympräparat {0.2 — i g) wurde mit 22,5 ccm kohleiisäuregesättigtem Wavsser ange- 
rührt, mit Vioo Mol Ester aus besonders geeichten Pipetten versetzt und scliließUch mit 2,5 ccm 
4,2proz., mit Kohlensäure gesättigter Eösung von Natriumbicarbonat vennischt. Die fest ver- 
schlossene Flasche blieb 12 — 24 Stunden im Thermostaten, Zur Trennung des Reaktionsproduktes 
neutralisierten wir das Gemisch mit Kalilauge vorsichtig bis zur scliwacheii Rotfärbung von 
Phenolphtalein und entfernten unveränderten Ester durdi 4 maliges Ausschütteln mit viel Äther 
oder, besonders wenn Emulsionen zu befürchten waren, im Extraktionsapparate. Darauf wurde 
die Flüssigkeit mit Schwefelsäure angesäuert und in derselben Weise die entbundene Säure mit 
friscli über Pottasche destilliertem Äther Isoliert. Die beim Abdampfen hinterbleibende Carbon- 
säure brachten wir mit Wasser oder Alkohol im Meßkolbeu auf 10 ccm, um sie im 2 dm -Rohr 
zu polarisieren und danach durch Titration zu bestümnen. 

Die Versuche mit Verbindungen der Mandelsäuregruppe [247] sind in Tab. 5 
zusammengestellt. Von den für den Vergleich gewählten Substraten sind mit Eeber- 
esterase allein von Dakin bereits geprüft: die Ester der Mandelsäure, ihres Methyl- 
äthers und der Phenylchlor- und -bromessigsäure. Unsere Befunde hinsichtlich der 
bevorzugten Komponenten stimmen vollständig mit denjenigen von Dakin überein. 

Der Ester der Tropasäure (Nr. 12 — 17 der Tabelle) läßt sich viel schwerer spalten 
als Mandelsäureester, wofür wie beim Isobuttersäureester die Verzweigung der Kohlen- 
stoffkette am carboxyltragenden Kohlenstoffatom verantwortlich sein wird: 


COOR 

I yCH3 

CH( 


COOR 

' ./C6H5 


CH' 


CH2OH 


Mit dieser Beobachtung steht das Verhalten der Tropeine (Atropin, Scopolamin) 
in Einklang, die nach R. WibbSTÄTTER und E. Bernern nur sehr schwierig durch 
Pankreaslipase hydrolysiert werden. 

. Die Geschwindigkeitsunterschiede sind bei der pankreatischen Spaltung asym- 
metrisch konstituierter Ester in allen Fällen* bedeutender als bei der hepatischen, 
die spezifischen Drehungen der aus ihren einfachen Estern erhaltenen Säuren also größer 
bei der Einwirkung von Pankreas (ungefähr doppelt), und durch dasselbe Enzym er- 
langen die verschiedenen Substrate recht ungleiche spezifische Drehungen, größere die 
Mandelsäure und ihr Methyläther, kleinere die Phenylchloressigsäure. Die Antipoden 
werden also in einigen Fällen mit größerem, in anderen mit geringerem Unterschied 
in der Geschwindigkeit angegriffen. 

Die Konfigurationsspezifität ist, was die Verbindungen dieser Gruppe betrifft, 
am ausgeprägtesten gegenüber dem Aniinoderivat des Mandelsäureesters, dem Plienjd- 
anpnoessigester. Die stereochemische Spezifität der Lipasen ist also abhängig von den 
substituierenden Gruppen, sie nimmt bei diesen Estern ab in der Reihenfolge der Sub- 
stitution durch 

NHz, OH und OCH3, CI, 


‘ Chem. Ber. Bd. 56, S. 1079 [1923] ^07). 

* Richtiger: in vielen Fällen, 
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[248] Der große Unterschied in der Verseifbarkeit der Antipoden stellt die 
Phenylaminoessigsäure neben den von 0 . Warburg ^ untersuchten Fall des 
Ueucinesters. Nach Warburg soll lipasearmes ^ proteolytisches Enzym aus Pan- 
kreas bei der Hydrolyse des racemischen Esters reines 1 -Eeucin liefern, dagegen 
lipasereiches Pankreatin auch einige Prozente des Antipoden spalten. Die von 
Warburg beobachtete spezifische Drehung des 1 -Eeucins betrug -f 15 bis 15,5 ® (in 
2oproz. Salzsäure) gegenüber dem Werte 15,6 für 1 -I,eucin nach E. Fischer und 
0. WarburgU 

Wir haben am Leucinpropylester vergleichende Versuche mit Leberesterase und 
mit Pankreaslipase, und zwar mit ungereinigtem Drüsenpulver angestellt. Das Ergeb- 
nis ist, daß beide Lipasen denselben Antipoden, 1 -Leucinester, vorziehen, daß aber 
die Konfigurationsspezifität der pankreatischen Lipase hier wie in den anderen Fällen 
quantitativ größer ist. Und der Geschwindigkeitsunterschied ist bei der Wirkung der 
Pankreashpase auf racemischen Leucinester sogar, wie 0. Warburg schon beobachtet, 
aber anders gedeutet hat, so bedeutend, daß man diese Spezifität schwer von einer abso- 
luten unterscheiden kann. 

Unsere Beobachtungen mit Leucinpropylester sind unter anderen Versuchs- 
bedingungen angestellt als die Beispiele der Tab. 5, nämlich ungefähr den Angaben 
von O, Warburg entsprechend bei sehr hoher Esterkonzentration und bei der natür- 
lichen Alkalität des Substrats. Die Isolierung des Leucins geschah nach Warburg. 
Die isolierte Aminosäure war nicht ganz rein, sie enthielt noch Beimischungen aus der 
tryptisch abgebauten Drüsensubstanz, die beobachteten Drehungswinkel dürften 
daher etwas zu niedrig sein. 

4.Ö1S g Leucinpropy fester wurden mit 0,1 g lyeberprobe IV und [249] 5 ccm Wasser 
40 Stunden bei 30° behandelt; gebildetes Leucin = 1,8909 g {54% Spaltung); 0,5000 g in 20proz. 
Salzsäure zu 10 ccm gelöst: a = + 0,70° (/ = 2); [«]d = + 7,0°. 

2. 1,846 g Ester + 2 ccm Wasser -1- 0,10 g Leberprobe IV ii Stunden bei 30°; erh. 0,6482 g 
Leucin — 46,4% Spaltung; 0,6420g in zoproz. Salzsäure zu 10 ccm gel. (/ = 2) : « = 0,93°; 
Md = + 7,2°. 

3. 1.846 g Ester 4 ccm Wasser -j- 0,10 g Leberprobe IV ii Stunden bei 30®; erh. 0,7177 g 

Leucin = 51,3% Spaltung; 0.7056 g in aoproz. Salzsäure zu 10 ccm gel (/ = 2) ; ^ ^ 0,90°; 

[«Jd = + 6,4°. 

4. 4,615 g Ester + 5 ccm Wasser -f 0,20 g Pankreasprobe III (= 16,6 L.E.) ii Stimden 
bei 20”; erh. 1,533 g = 44% Leucin; 0,4741 g gelöst in 20proz. Salzsäure zu 10 ccm (/ = 2): 
a = + 1,45 '’ [*]d == -f- 15 , 3 ^- 

5. 1,846 g Ester + 2 ccm Wasser + 0.08 g Pankreasprobe III (— 6,6 L.E.) ii Stunden bei 
30'’; erh. 0,4776 g Leucin = 34,3% Spaltung; 0,4245 g gel in 20proz. Salzsäure zu 10 ccm; 
{l = 2 ];a=+ 1.23^ Md = + 14,5"- 

6. 1,846 g Ester -f 4 ccm Wasser -l 0,08 g Pankreasprobe III (— 6,6 L.E.); ii Stunden 
bei 30®; erb. 0,4932 g = 35,2% Leucin; 0,4929 g gel. in 20proz. Salzsäure zu 10 ccm; (/ =,2); 
« = + 1 , 43 ^ Mj) == 4- 14,5®. 


‘ Giern. Ber. Bd. 38, S. 187 [1905]; Liese Zs. Bd. 48, S. 406 [1906]. 

* Wenn wir unseren Pankreasauszug durch Wegadsorbieren von Lipase aus essigsäure- 
haltiger Lösung niit Aluminiunihydroxyd lipasearm machten, so ergab bei gleicher tryptischer 
Wirkung die Spaltung nur geringe Ausbeute. 

3 Chem. Ber. Bd. 38, S. 3997 [1905], 
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Zeitlicher Verlauf der pankreatischen Spaltung von d- und 1- sowie 
d,l-Mandelsäureester. 

Hinsichtlich der Wirkung des Leberenzyms ist es nach Darin bekannt, daß sich 
die Verseifung des Racemates bis zum Lnde fortführen läßt, daß die aktiven Kompo- 
nenten also beide gespalten werden, nur mit verschiedener Geschwindigkeit, Auch 
die spezifischen Drehungen der gebildeten Säuren, niedriger als die wahren [^]-Werte, 
erweisen, daß es hier, wie cs scheint, im Gegensatz zu den Glucosidasen, keine absolute 
Konfigurationsspezifität gibt. Es wäre freilich auch denkbar, daß die reinen anti- 
podischen Ester mit gleicher Geschwindigkeit hydrolysiert würden und daß dennoch 
bei Anwendung des Racemates eine auswühlende Hydrolyse erfolgte. Diese Mög- 
lichkeit ist nach Beobachtungen von R. Wirlstätter und H. Sobotka* über aus- 
wählende Gärung in Betracht zu ziehen. und /^-Glucose gären nämlich gleich schnell, 
dennoch wird aus dem Gemisch iX-Glucose vorgezogen. Galaktosegewöhnte Hefe ver- 
gärt Galaktose rascher als Glucose; dennoch wird im Gemische von Galaktose und 
Glucose die letztere aus wählend vergoren. 

[250 u. 251] Tabelle 5. 

Hydrolyse racemischer Lster mit Pankreas- und Rebereiizyiii 
(zmneist V^ou Mol P)ster in 25 ccm Natr. bicarb.-Kolüensäure als Puffer; Organpräparate im allge- 
meinen vom Schwein, Pankreasprobe III, Leberprobe IV}. 
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19 


23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 


Racem. Substrate 


|Phenyl-chlorcssigs. - 
methylester . . 


|ders., 4 fach. Ansatz m. 
nur dopp. Ester 


|ders., gewöhnl. Ansatz 
ebenso 
|ders., 4 fach. Ansatz, m. 

nur dopp. Ester . . 
PhenybbromessigvS.- 
methylester ; Ansatz 
wie Nr. 20 und 23 . 

ebenso 

Phenyl-aminoessig- 
säure-propylester . . 


i.og 


hog 


derselbe 

derselbe 

derselbe 


Enzym 


23 20 


24 


]o,2g Pankreas: 

i,og 

|4.og . 


4,0 g Eeber 
4,0g Pankreasl 

0,5 g Eeber 

0.5g M 
0,5 g Pankreasj 

0,5g - 


Verbr. 
KOH 
0,2 n. 


4,68 


17,98 


1,98 

3.82 

9,86 


Spal- 

tung 

% 




[äID 
der Saure 


18,8 ' — 0,46' 


36,0 —1,58 


7>9 —0.23 
15,3 |— 1,04' 

19,7 ; — 1,90' 


30 j{o,258g)’ 

i 

20 ! nicht best. 

30 j{o,254g)*i34,0 

nicht best. 


33 >o 1 + 3.50 


+ 5.62 


— 15' 


— 13 


-17 

-40 


—28 = 


Bemerkungen 


I 


Säure in absol. Alk. 
pol. — Unveränd. 
Ester in Alkohol: 
a ^ 0,87°. 

jSäure in soproz. Alk. 
pol. — Unveränd. 
Est: «=+1,57°. 
lDrehg.in50proz.Alk. 
ebenso 

ebenso 


jUnveränderter Ester ; 

a = + 2,96°. 

!U nver änderterEster : 
« = +2,87“. 


+ 68° Ohne Puffer. Unver- 
änd. Ester in Alko- 
hol: Ä = — 1,30°. 
— [Unveränd. Ester in 
Alkoh, : (X = —2 ,92 °. 
+ 110° |Ohne Puffer, Unver- 
änd. Ester in Alko- 
hol: a = —3-38°; 
lUnveränd. Ester in 
Alkoh. :«= — 4.72°. 


[252] Die Spezifität der pankreatischen Hydrolyse prüften wir noeü mit Mandelsäure- 
estem durch Vergleich der Spaltungsgeschwindigkeiten am Racemate und an seinen 
reinen Komponenten. Die Versuchsanordnung war wie in den Beispielen der Tab. 5, 
aber die Estermenge zumeist nur 0,45 g, d, i. ^/4ooMol im Volumen von 25 ccm, ein 
kleiner Überschuß über die lösliche Menge. Nach Ablauf der Bestimmungszeit wurde 
die Reaktion durch Zugabe von 1,5 ccm verdünnter Schwefelsäure stillgelegt und das 
Gemisch von Ester und Säure im Extraktionsapparat ausgeäthert. Im Abdampfrück- 
stand wurde die Mandelsäure in yoproz. Alkohol unter Anwendung von Phenol- 
phthalein titriert und vom gefundenen Wert die Verseifun^szahl des Eeerversuchs 
abgezogen (0,08 ccm o,2n-KOH in 4 Stunden bei 20°), 

Der Vergleich ergab für 1 -Mandelsäureester unter den gewählten Bedingungen in 
I und 4 Stunden um etwa 30 % mehr Spaltung als beim d-Ester, während die Werte 
für das Racement dazwischen lagen. Zur Hydrolyse von 25 % sind für l-Mandelsäure- 
ester 3,16, für den d-Ester 5,25 Stunden erforderlich. 


^ Nicht bestimmt, da zu leicht Brom abgespalten wird. 

* Die angegebenen Mengen der Phenyl-amino-essigsäure sind aus gewogen^ Chlorhydrat 
berechnet, das aus stark salzsaurer Eosung abgeschieden wurde; zur polarimetrischen Messung 
diente die Eösut^ der Säure in n/io-HCl 
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(1 il.l 

1 ,24 ccni = 9.9 % 1 ,6ü ccm ^ 1 2,8 % 

270 ccm - 21 ^ 6 % 3,20 ccm = 25,6%. 

Die Reaktion schreitet nur etwa proportional den Quadratwurzeln der Zeiten fort, 
da das entstehende mandelsaure Salz hemmend wirkt. 

Mit o‘,5 g Pankreasprobe III ohne Zusatz mit 0,1141 g maiidels. Kal. 

0.9 g d. 1 -Ester; i Stunde 1,90 ccm ü, 88 ccm Spaltung. 

Unser Vergleich zwischen d- und 1 -Mandelsäureester wird noch durch einen Ver- 
such ergänzt, der darüber Aufschluß gibt, ob sich die Spaltungsgeschwindigkeiten bei 
geringeren Enzymmengen wesentlich anders gestaltet hätten, der Unterschied größer 
ausgefallen wäre. Es zeigt sich, daß die Fermentmenge nicht zu groß bemessen war; 
bei Verminderung von 0,50 auf 0,20 g sanken die Spaltungswerte, wenn auch nicht 
genau proportional mit der Ferment menge. 

[253] Angewandt V400 Mol d, l-Mandelsäureestcr, Bedingungen wie oben. 

Paiikreasprobe III. i Stunde 4 Stunden 

0,20 g 0,85 ccni = 6,8% 1,60 ccm = 12,8% 

0.50 g 1,60 ccm = 12,8% 3,20 ccm — 25,6 

Bemerkungen zu den angewandten Estern. 

d-Mandelsäure-äthylester. Das nach J. Fkwkowitscii' dargestellte Ciiiclioninsalz wurde 
zweimal aus Wasser umkrystallisiert. Der Rster, aus dem Silbersalz mit Jodäthyl unter Kühlung 
gewonnen und unter 0,5 mm Druck destilliert, wies + 189° auf (in Schwefelkohlenstoff; 

c = 2,446, 1 = 2, Ä18 = + 9,25°). 

1 -Mandelsäure, als Morphinsalz nach A. Mc Kenzie^ aus der Mutterlauge des Cinchonin-d- 
Salzes gefällt und aus heißem Alkohol umkrystallisiert, zeigte 1 57 ° ; der aus dem Silber- 

salz bereitete 1 -Äthylester besaß [«][f ^ — 190° (in Schwefelkohlenstoff; c — 2,83, 1 — 2, 
«18 = — 1075°}, während P. Waeden^ [«Jn = — 180,0® {Schwefelkohlenstoff, c ~ 2,5) be- 
obachtete. 

Die I^lichkeit des aktiven Mandelsäureesters fanden wir =:o,r57ginio ccm Lösung von 
20°, von d, l-Bster 0,161 g. 

Mandelsäuremonoglycerid. Nacli einer demnächst zu veröffentlichenden Arbeit von 
R. WiEESTÄTTER und F. KÖNIGSBERGER aus Mandelsäure und Glycerin unter der Wirkung von 
einer Spur Kupfersulfat gewonnen, mit Hilfe von Essigester isoliert und von beigejiiischtem 
Diglycerid durch Ausziehen des letzteren mit Äther befreit. Syrup von der Verseifungszahl 243 
statt ber. 248. 

Phenyl-ttiethoxy-essigsäure-methylester : Siedep. 10 1 2 1 — 122°; Phcnyl-chloressigsäure-methyl- 
ester: Siedep. z 93 — 94®; Phenyl-aminoessigsäme-propylester; Siedep. 1,3 123 — 124°. 

d, 1 -Tropasäure-methylester. Aus gefälltem Silbersalz mit Jcxlmethyl unter Külilung ge- 
wonnen; Siedepunkt unter 0,2 mm Druck 121 — 122®; farbloses öl von d^^’ = 1,1432; 10 ccm 
Lösung enthielten bei 20° 0,172 g. 

^>1978 g Substanz gaben 0,4814 g COs und 0,1182 g HaO. 

CioHuO^ Ber. C 66,64% H 672% 

Gef. C 66,87% H 6,64%. 


mit 0,5 g 
Pankreasprobe III 
I Stunde 
4 Stunden 


1,64 ccm = 13,1 •; 
3,78 ccm = 30,2 ' 


* Chem. Ber. Bd. 16, S. 1568 [r883]. 

3 Zs. physikal. Qiem. Bd. 17, S. 108 [1895]. 


* Chem. Soc. Bd, 75, S. 968 [1899]. 



Zeitschrift für physiologische Chemie 140, S. 203 [1924]. 


97. ZUR SPEZIFITÄT DER LIPASEN AUS VERSCHIEDENEN ORGANEN. 

Von Richard Willstätter, Felix Haurowitz und Friedrich Memmen. 

Neunte^ Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerisclien Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

(!>Iit 2 Abbildungen iin Text.) 

(Uer Redaktion zugegaiigeii am ii. August 1924.) 

Einleitung. 

Unsere Arbeit beabsichtigt, zur Methode der vergleichenden Untersuchung von 
Enzymen einen Beitrag zu liefern. Der Vergleich der gastrischen und pankreatischeii 
Lipase, den die VII. Abhandlung an einem Beispiel, dem Magen des Schweines, begann, 
soll an einer größeren Anzahl von Tierarten und besonders an den Fällen mit den 
größten scheinbaren Unterschieden fortgesetzt werden. Es gibt nicht viele Merkmale, 
mit denen es niÖghch erscheint, die Besonderheiten eines lipatischen Enzyms festzu- 
stellen. Die eigentümlichen Einflüsse von Aktivatoren und Hemmungskörpern sind, 
wie sich in den vorangehenden Mitteilungen gezeigt hat, in zu hohem Grade von den 
natürlichen Beimischungen abhängig. Aber „das sicherste Einteilungsprinzip ist gegen- 
wärtig“ für die tierischen Esterasen nach der ,, Chemie der Enzyme“ von H. v. Eulkr* 
„die Acidität der optimalen Wirksamkeit“. 

[204] Nachdem F. Volhard^) und mit ihm W. Stade und A. Fromme 3 ) das Vor- 
kommen einer Lipase im Magen festgestellt, fand H. Davidsohn sie bei der Hydrolyse 
von Tributyrin viel empfindlicher als Pankreaslipase gegen den reaktionshemnienden 
Einfluß von Natriumfluorid. Für besonders unterscheidend hielt Davidsohn die Lage 
des Reaktionsoptimums, das er bei der Magenlipase des Menschen im saueren Gebiete 

= 5 bis 4) fand, hingegen bei Pankreas-, Leber- und Serumlipase im alkalischen 

^ Diese Abhandlung ist eine Fortsetzung der VII. und VIII., die in dieser Zs. Bd. 133, 
S. 247 [1923/24] und Bd. 138, S. 216 [1924] erschienen sind. 

* Zweiter Teil, S. 7 [1922]. 

9 Zs. f. klin. Med. Bd. 42. S. 414 [1901]; Bd. 43, S. 397 [1901]. 

*) Hofmeisters Beitr, z. PhysioL Bd. 3, S. 291 [1902]. 

3 ) Hofmeisters Beitr. z. Physiol. Bd. 7, S. 57 [1905]. 

Biochem. Zs. Bd. 45, 8,284 [1912]; Bd. 79, S. 249 [1913]. 
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Gebiet. festgestellte Divergenz zwischen der Pankreas- und der Magenlipase wird 
als Beweis für die Kxistenz zweier verschiedener lipatischer Fermente angesehen . . 

Die Lipase des Schweinemagens wirkt im alkalischen Bereiche optimal. Ver- 
schieden von Pankreaslipase war nur zunächst das Wirkungsverhältnis zwischen 
= 8,6 und 4,7. Aber dieser Unterschied konnte bei der Reinigung nach dem 
Adsorptionsverfahren beseitigt werden Bei der Abtrennung eines ini alkalischen 
Gebiete aktivierend und zugleich eines hemmend wirkenden Begleitstoffes verschwand 
noch ein weiterer Unterschied von Pankreaslipase. Es stellte sich nämlich zugleich 
die dem rohen Enzym mangelnde Aktivierbarkeit durch glykocholsaures vSalz ein. Die 
VII. Abhandlung schließt: „Für die Annahme der Verschiedenheit von Magenlipasc 
und Pankreaslipase der untersuchten Tierart ist gar keine Stütze geblieben." 

Den bedeutendsten Unterschied in der Abhängigkeit von der Wasserstoffionen- 
konzentration weist die Magenlipase der Fleischfresser auf. Bei Hund und Katze liegt 
das Wirkung^optimum stets bei = 5.5 bis 6,3. Allein bei jedem Schritt der prä- 
parativen Reinigung ändert sich die Aktivitäts-^ji‘^^^'^ zwar so, daß das 
Maximum aus dem sauren Gebiet in das alkalische wandert . 

[205] Wirkungsoptimum und-minimum im Bereich zwischen 



Optimum 

Minimum 

Lipaselösung aus Mucosa . . 

. . 5,5 bis b,3 

8,6 

Gefällt mit Essigsäure . . . 

. . 5,5 „ 6,3 

8,6 

Elektrodialysiert 

. . 6,3 „ 7,1 

47 

Mit Kaolin gereinigt . . . - 

• • 7,1 .. 7,9 

4.7 


Wenn man daher die lipatische Wirkung auf Tributyrin bei - 8,6 stalagmo- 
metrisch verfolgt, so wächst trotz aller unvermeidlichen Verluste in den auf einander 
folgenden Operationen der Reinigung die Ausbeute scheinbar auf mehr als das Doppelte, 
was durch die Abtrennung von mindestens einem Hemmungskörper erklärt wird. 

Die Form der Aktivitäts-^n'^urve und sogar die Lage des Optimums ist also 
zwar für die Magenlipase einer Tierart in ungereinigtem Zustande konstant, aber sie 
ist keine Eigenschaft des Enzyms selbst, sondern, wie im experimentellen Teil gezeigt 
wird, durch einen im alkaHschen Gebiet wirkenden Hemmungskörper und wahrschein- 
lich auch durch einen im sauren Bereich wirkenden Aktivator vorgetäusclit. 

Es ist hiernach wahrscheinlich, daß auch die Lipase des menschlichen Magens, 
wenn man sie nur einigen Reinigungsoperationen unterwirft, im alkalisc en 


günstiger als im sauren wirken wird. 

Der schon in der ersten Abhandlung über die „Bestimmung der pankreatischen 
Fettspaltung" leitende Gedanke-), daß der Einfluß der Wasserstoffzahl auf die hpa- 
tische Wirkung „durch ganz andere, kompliziertere Faktoren vorgetauscht oder en 
stellt wird“, hat sich in allen untersuchten Fällen bestätigt. Die Ein ussc er 
gleitenden Stoffe erstrecken sich also auch auf die ^„-Abhängigkeit wie auf 
5 R. WnrSTÄTTER und F. Memmen, Diese Zs. Bei 133, S. 247 [192,3/24] (dW 94) 

*) Diese Zs. Bd. 125, S .93 [1922/23]. zwar S. 97. 


WUlsUttter, Eniytoe. 


85 
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halten gegen Adsorbentien, gegen Aktivatoren, Hemmungskörper und Gifte, auf 
die Haltbarkeit, das Temperaturoptimum und die Zerstörungstemperatur der Enzyme. 

[206] Wenn diese Merkmale zur Unterscheidung der gastrischen von der pankre- 
atischen Eipasc versagen, so sind nach den Ergebnissen der VIII. Abhandlung die En- 
zyme vor allem hinsichtlich ihrer Wirkung auf die hohen und niederen Glyceride 
und auf die Ester einwertiger Alkohole zu vergleichen, denn ,, einer der wesentlichsten 
Gegensätze zwischen Pankreaslipase und Eeberesterase besteht in ihrer quantitativ 
weit differierenden Spezifität für Substrate von verschiedener Konstitution”. — „In 
unseren Versuchen tritt deutlich hervor, daß die Pankreaslipase für hohe Glyceride 
ein sehr wirksames Enzym darstellt und das Eeberenzym ein dafür sehr ungeeignetes, 
und daß andererseits das Eeberenzym für die Ester einwertiger Alkohole, wie Butter- 
säureester, sehr tauglich ist.” 

Da die rohe Magenlipase nur schwache lipatische Wirksamkeit besitzt, ist diese 
bisher vorwiegend stalagmometrisch mit Tributyrin gemessen worden. Die im Fol- 
genden beschriebenen reineren Präparate sind aber geeignet, um auch mit Olivenöl 
und überdies mit den einfachen Estern substituierter Essigsäuren geprüft zu werden. 
Es ergibt sich, daß die Magenlipase, die in ihrer physiologischen Funktion, wenn sie 
überhaupt funktionswichtig ist, der PankreasHpäse gleicht, ihr auch in der Konstitu- 
tionsspezifität nahesteht, während sie von Leberesterase stark differiert. Sie ist eine 
eigentliche Lipase. Ihr Vorkommen ist freilich quantitativ viel geringfügiger als das 
von Pankreaslipase: 

I g Pankreasdrüse (getrocknet) spaltet im Zustande ausgleichender Aktivienmg 
in I Stunde so viel Olivenöl wie ungefähr 750 g Magenschleimhaut des Hundes und z, B. 
1000 g Magenschleimhaut des Schweines (getrocknet) unter Bedingungen der optimalen 
Wirkung. 

Bis zu diesem Punkte gilt wieder, daß kein Anhaltspunkt übrig geblieben ist, von 
dem auf die Verschiedenheit der Pankreas- und der Magenlipase zu schließen wäre. 
Nur die letzte Methode der Untersuchung, die Prüfung der optischen Spezifität, führt 
zu einer Unterscheidung der gastrischen und pankreatischen Lipase, Die Spezifität 
der Enzyme in ihrer Wirkung auf asymmetrisch konstituierte Substrate scheint von 

[207] den Begleitstoffen unabhängig und wirklich eine Eigenschaft der Enzyme selbst 
zu sein, zumal die Versuche von WiEESTÄTTER und Memmen über die auswählende 
Spaltung durch Leberesterase von Schwein und Pferd Übereinstimmung mit den älteren 
Beobachtungen von H. D. Daiun ^ an anders bereiteten Präparaten ergeben. In der 
Konfigurationsspezifität gegenüber Mandelsäureester und Phenylchloressigester erweist 
sich die Magenlipase, wenn auch mit diesem ungünstigen Material nur wenige Versuche 
ausgeführt wurden, als verschieden von pankreatischer wie von hepatischer Lipase. 

Wenn die auswählende Wirkung auf die asymmetrischen Substrate als eine Eigen- 
schaft der Enzyme selbst, nicht der physiologischen Enzymkomplexe, zu betrachten 

' Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 253 [1903/4]; Bd. 32, S. 199 [1905]. 
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Pankreaslipase . . . . 
Leberesterase 

Magenlipase (Hund) . . 
Magenlipase (Schwein) . 
Magenlipase (Pferd) . . 


Drehuiigssiim des Spaltproduktcs aus 


Miindclsäurc- 

1 Phenylcliloressigsäurc- 

ester 

estcr 


-f 

? 

j nicht untersuclit 


ist, SO erlaubt die Prüfung dieser Spezifität, die Magenlipase als verschieden von der 
Pankreaslipase zu kennzeichnen. 


Experimenteller Teil. 

I. Bestimmung und Maß der Magenlipase. 

Zur Bestimmung der Magenlipase dient die stalagmometrische Messung der Tri- 
butyrinhydrolyse nach P. Rona und T. MiCHAKkis", und zwar gemäß den Angaben 
unserer IV. Abhandlung^. P'ür das pankreatische Enzym war es notwendig und durch- 
führbar, ein System ausgleichender Aktivierung durch Zusatz von Natriumoleat, 
Calciumchlorid und [208] Eieralbumin cinzuricliten, dagegen konnte für die Eeber- 
esterase, bei der man keinerlei Aktivierungserscheinungen begegnete, auf diese Aus- 
gleichszusätze verzichtet werden. Die Magenlipase, ähnlicher dem pankreatischen als 
dem hepatischen Enzym, kommt in einem Komplex von wechselnder Zusammen- 
setzung mit aktivierend und hemmend wirkenden Begleitstoffen vor. Bei der Lipase 
des Schweinemagens ist es zwar möglich gewesen [VIL Abhandlung')], durch äus- 
gleichende Aktivierung diese Einflüsse der begleitenden Stoffe einigermaßen auszuschal- 
ten, aber im allgemeinen befindet sich die Magenlipase, z. B. vom Hund, in solchem 
Zustande, daß sie nicht oder nicht ausgleichend zu aktivieren ist. Immerhin läßt sich 
an einzelnen Präparaten beobachten, daß das Enzym der Aktivierung durch willkür- 
lich gewählte Zusatzstoffe nicht unzugänglich ist. Die zu vergleichenden Präparate 
waren für Aktivierungsausgleich ungeeignet, der übrigens im vorliegenden Falle nicht 
annehmbar erschien, weil es sich darum handelte, die Wirkung bei wechselnder Wasser- 
stof fionenkonzentration zu vergleichen. Sowohl die natürlichen Begleitstoffe wie zu- 
sätzliche Aktivatoren wirken aber ungleich bei wechselndem 

Die stalagmometrische Messung der Magenlipase ergibt demnach nicht wirkliche 
Enzymmengen, die B.zE. zu nennen wären, sondern nur scheinbare Euzymmengen, 
die als B.-[e]. bezeichnet werden sollen. Dadurch wird also ausgedrückt, daß die unter 
dem Einfluß im Präparate gegebener, aktivierend und hemmend wirkender Begleit- 
stoffe und bei irgend einem angegebenen p-^^ (im übrigen aber unter den Bedingungen 
für Pankreaslipase) gemessene Wirkung, nämlich Abnahme der Tropfenzahl, der- 
jenigen gleicht, die von der Pankreaslipasemenge i B.E. unter eindeutig bestimm- 

® Biochem. Zs. Bd. 31, S. 345 [1911]. 

3 Diese Zs. Bd. 129, S. 1 [1923], und zwar S. 22. 

^) Diese Zs. Bd. 133, S. 247 [1924], 

85* 
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ten Bedingungen — 8,6 , Aktivierung durch Calciumoleat + Albumin) bewirkt 
würde. 

Die angewandten Puffer waren zumeist: für = 4,7 “/2-Acetatmischung nach 
Michaelis; für p^ — 5,5, 6,3, 7,1 und 7,9 “/3-Phosphatgemisch nach Sörensen; 
für p^ = 8,6 2,5 n- Ammoniak- Ammonchloridmischung nach Michaeeis. 

[209] Beispiel: Zu 56 ccm gesättigter Tributyrinlösung kamen a) 2 ccm “/3-Phos- 
phatpuffer von = 5,5, sodann 2 ccm mit Essigsäure neutralisierter ammoniaka- 
lischer Auszug der getrockneten Magenschleimhaut, b) 2 ccm 2,5 n- Ammoniak- Ammon- 
chloridmischung von ^^=-8,6 mit 2 ccm derselben Bnzymprobe. In dem auf 20° 
gehaltenen Stalagmometer wurde sofort die Anfangstropfenzahl bestimmt und ihre 
Abnahme nach 3 bis 4 Reaktionszeiten (bei 20®). 

a) Anfangstropfenzahl 112, Abnahme in lo' 3, 20' 6, 40' 12 Tropfen. 

b) Anfangstropfenzahl 112, Abnahme m 10' i, 20' 2, 40' 4 Tropfen. 

Aus der Abb. 3 der Abhandlung IV ergibt sich für a) die scheinbare Enzymmenge 

^^0,73, für b)^ = 0,24 B.-[e]. 

2. Darstellung und Reinigung. 

Die vergleichende Untersuchung erstreckte sich auf die Magen des Hundes, 
Schweines, Pferdes, Kaninchens, der Katze, des Huhnes und der Wildente ; die Mehrzahl 
der Versuche, besonders zur Bestimmung des enzymatischen Reinheitsgrades führten 
wir mit dem Hundemagen aus. 

Der dem Tiere sogleich nach dem Tode entnommene Magen wird nach gründlicher 
Reinigung zu Brei zerkleinert, durch Behandeln mit Aceton wie in der VII . Arbeit 
entwässert und gemahlen. Die Lipase entziehen wir diesem trockenen Material in etwa 
2 Stunden mit der 5ofachen Menge "/40-Amnioniak. Die Ausbeute dürfte fast voll- 
ständig sein, während sie nach 30 Minuten nur auf 60 % zu schätzen war. Die in der 
Lösung erreichte Steigerung der enzymatischen Konzentration ist auf das Dreifache 
zu schätzen. 

Beispiel: Aus i g getrocknetem. Hundemagen entstand in 30 Minuten mit 50 ccm des ver- 
dünnten Ammoniaks ein Auszug, wovon 2 ccm (bei pji = 4,9, mit Citratpuffer) 1,7 B.-[e] auf- 
wiesen; nach 2 Stunden dagegen erzielte man in derselben Weise 2,4 B.-[e]. 

Übrigens ist die Ausbeute davon unabhängig, ob man die Organe grob zerkleinert oder 
fein gepulvert verarbeitet. Unter den ai^eführten Bedingungen fanden wir in i g getrocknetem 
Hundemagen 3,2 B.-[e]. [210] bei grobem Zerkleinern, 3,2 nach feinem Mahlen, 3,3 nach Ver- 
reiben mit Sand. 

Eine zweite Behandlung mit verdünntem Ammoniak hätte die Ausbeute nur wenig ver- 
mehrt, z. B. um 0,25 

Es ist eine Verbesserung, die Magenschleimhaut von der Muskulatur und von 
der starken Tunica propria abzutrennen und allein zu verarbeiten. Sie kann durch 
stumpfes Abpräparieren am flach ausgebreiteten, längs der großen Kurvatur auf- 
gesebnittenen Magen leicht gewonnen werden. Die Schleimhaut des Hundemagens 
enthält die Hauptmenge (80%, siehe Tab. i) des Enzyms und zwar etwa vierfach 
konzentrierter als der gesamte Magen. Das Gewicht der Mucosa macht im Beispiel 
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der Tabelle 20%, in einem anderen Fall 10% des Magens aus, der Trockenrückstand 
ihres ammoniakalischen Auszuges betrug z. B. 20% vom Trockengewicht der Schleim- 
haut. Der enzymatische Reinheitsgrad sei aiisgedrückt durch B.-[w]., d. h. durch die 
Anzahl von B.-[e]. in i cg trockener Substanz. Br ist bei der Verarbeitung des Hunde- 
magens von etwa 0,3 auf den Wert 1,3 der Schleimhaut und auf B.-[w]. = 5 der amnio- 
niakalischen Enzymlösung gestiegen, also beispielsweise auf das Sechzehiifache. 

Tabelle i. 

BeivSpiel für die Verteilung der Lipase in den vScliichten des Hundeiiiagcns. 



FeuchtKCwicht 

Trockengewicht 


\ B.-[w]. 

Mucosa 

II s 

1^6 g i 

206 

1.28 

Tunica propria . . 

23 

3.6 i 

IO 

i 0,028 

Muscularis . . . . ! 

16,5 

3.2 1 

42 

i 0,13 


Die Teilung in Cardia, Fundus und Pylorus war beim Magen des Hundes ohne 
Vorteil. In 0,25 g trockener Mucosa von Cardia und Pylorus fanden sich 80 B.-[e]., 
d. i. etwas mehr als im gleichen Gewicht der Fundusschleimhaut. Aber die letztere 
ist der Menge nach weit überwiegend. 

[21 1 ] Die lipatischen Auszüge in verdünntem Ammoniak waren unbeständig, aber viel 
haltbarer nach Einstellung äußerst schwach saurer Reaktion. Während 2 ccm Lipase- 
lÖsung, mit 2 ccm 2,5 n- Ammoniak-Ammonchloridpuffer von = 8,6 versetzt, in 
einer halben Stunde einen Rückgang von 0,9 auf 0,4 erlitten, war unter gleichen Be- 
dingungen mit "/2-Acetatpuffer von ~ 4,7 kein Verlust zu beobachten. Sogar bei 
fünftägigem Aufbewahren (im Eisschrank) der mit Essigsäure bis zu schwacher Irü- 
bung angesäuerten Eösung trat keine Abnahme in irgend einem Bereich der Aktivitäts- 
^jj-Kurve ein. 


pn == 

5.6 

6,2 

6,8 

7-4 

8.0 

Frische Lipaselösnng . . 

2,8 

3.1 

1.4 

0,4 

0.5 b.TcI 

5 Tage aufbewahrt . . . 

3.0 

3.3 

1,8 

0,4 

0,2 


Eine gewisse Reinigung der Magenlipase ließ sich durch Ausflockung mit Essig- 
säure erzielen. Dabei fiel ein dichter Mucinniederschlag aus, der den größten Teil des 
Enzyms mitnahni, während die vom Niederschlag mittels der Zentrifuge abgetrennte 
essigsaure Mutterlauge noch ziemlich viel vom Trockengewicht enthielt. Die Pällung 
entstand schon bei schwachem Ansäuern mit einem Male, so daß eine fraktionierte 
Abscheidung der Eipase nicht ausführbar war. Immerhin war die Reinigung eine 
3- bis 4 fache. In dem Beispiel der Tab. i ergab die Verarbeitung der Mucosa in der Fäl- 
lung durch Essigsäure 180 B.-[e]. in 135 mg Trockengewicht, also B.-[w]. = 13,3, 
während in der Restlösung nur 30 zu rückblieben. Im Vergleich zum Magen 

erschien also die Konzentration auf das 40 fache gesteigert. 

Zur nächsten Steigerung des Reinheitsgrades diente die Elektrodialyse. V ir unter- 
warfen ihr die Auflösung der beschriebenen ganz frischen Essigsäurefällung in "/40-Am- 
moniak nach dem Neutralisieren mit Essigsäure. Als Außenflüssigkeit wurde nicht 
Wasser, sondern "/loo-Essigsäure verwendet, da das Enzym bei schwach saurer Reak- 
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tion günstigere Haltbarkeit zeigt. Nach kurzem erfolgte eine reichliche Ausflockung, 
[212] zum großen Teil an der Membran, und die Lipase war wieder in ihrer Haupt- 
menge in dem bräunlichen Niederschlag enthalten. In diesem Zustande war B.-[w]. auf 
28 und 36 gestiegen. 

Bestimmung bei pn = 6,3: 86 mg ergaben 240 B.'[e]. ; 0,88 mg ergaben 3,1 B.-[e]. 

Erst in dem so gereinigten Zustande ist die Magenlipase für die Adsorption durch 
Tonerde oder Kaolin geeignet. Die Lipase des Niederschlages, aus dem Elektrodialy- 
sator in "/40-Ammoniak gelöst und neutralisiert, Heß sich bei großer Verdünnung 
durch KaoHn, und zwar durch 3%, bezogen auf die Menge der Lösung, adsorbieren 
und mit glycerinhaltigem, 22/3-basischem Ammonphosphat eluieren. Für die Steigerung 
des Reinheitsgrades war es zweckmäßiger, nach der Elektrodialyse mit der ziemlich 
konzentrierten Lösung der Lipase nur eine Voradsorption durch KaoHn (ebenfalls 
mit 3% der Lösung) auszuführen. Obwohl dabei keine bemerkenswerte Änderung 
des Trockengewichts erzielt wurde, ist doch dieser Adsorptionsmaßnahme gemäß dem 
Vergleich der Aktivitäts-^H"^^^^^ 4 * Abschnitt eine charakteristische Steigerung 
der enzymatischen Reinheit zu verdanken. 

Die präparativen Vornahmen der Fällung mit Essigsäure, der Elektrodialyse 
und der Voradsorption sind mit Verlusten verbunden. Dennoch ergibt die Ausbeute- 
bestimmung zufolge der Tab. 2 eine scheinbare Zunahme der Lipase um 130 % bei der 
Bestimmung im alkahschen Gebiete, dagegen eine Abnahme um etwa 75% bei der 
Bestimmung im schwach sauren Medium. Gesetzt, die Operationen wären ohne Verluste 
ausführbar, so würde sich dementsprechend eine scheinbare Ausbeute der Lipase 
von mehreren Hunderten Prozent ergeben. Daraus geht hervor, daß die Reinigung 
mindestens einen im alkalischen Gebiet wirkenden Heminungskörper abgetrennt hat. 
Außerdem macht der Vergleich der bei = 6,3 gemessenen scheinbaren Lipasemengen, 
die bei einer einzigen wenig Verlust bringenden Operation stark abfielen, es wahrschein- 
lich, daß auch ein im sauren Gebiete wirkender Aktivator abgetrennt worden ist. 


[213] Tabelle 2. 

Scheinbare Ausbeute und enzymatische Konzentration bei der Reinigung der 

Hundeniagenlipase. 


Zustand des Enzyms 

Reinlieitsgrad 

Ausbeute 

% 

Reinheitsgrad 

Ausbeute 

% 

hei j)H 

= 6,3 

bö Ph 

: = 8,6 

Schleimhautauszug 

3<9 

(lOO) 

0.4 

(TOO) 

nach Fällung durch Essigsäure . . . ‘ 

10,9 1 

95 

2,4 

200 

nach Elektrodialyse ' 

35-1 1 

31 

25,8 

220 

nach Voradsorption mit Kaohn . . 

>37 1 

24 

>27 1 

232 


3. Aktivitäts-^ij-Kurven der Magenlipasen in rohem Zustande. 
Unsere Versuche, die in der Tab. 3 mitgeteilt und in der Abb. i in einem Beispiel 
veranschauHcht werden, vergleichen die Magenlipasen verschiedener Tiere ohne Rei- 
nigung hinsichtHch ihrer Abhängigkeit von der Wasserstoffionen- Konzentration. Dabei 
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begegnet man den größten Unterschieden, die zunächst nur mit der Annahme vereinbar 
zu sein scheinen, daß es sich um verschiedene Enzyme handelt. 



Ahb. I. Aktivitäts-/?H-Kurveii einiger ungereinigter Mageiilipaseii. 

Bei der rohen Lipase des Schweineinagens (Abh. VII) war das Wirkungsoptimum 
im alkalischen Bereich gef unden worden (s. auch Nr. 9 der Tab. 3), aber das Wirkungs- 
verhältnis zwischen [214] = 8,6 und 4,7 betrug nur 2 bis 8 gegenüber dem Quo- 

tienten 20 bei pankreatischer Lipase in höherem Reinheitsgrade. Ebenfalls im alka- 
lischen Gebiete, und zwar bei = 8,6 oder darüber hinaus, finden wir das Optimum 
der Pferdemagenlipase (Nr. ii der Tab.) und den Quotienten für p^ ~ 8,6 zu = 4,7 
ähnlich wie beim Schwein, nämlich = 6, Die Magenlipase des Kaninchens wirkt da- 
gegen am günstigsten bei = 6,3; zwischen der Wirkung im sauren und alkalischen 
Gebiet ist der Unterschied gering. Diesen Bällen stehen die Beispiele der Magenlipase 
von Hund (Nr. i bis 3 der Tab.), Katze (Nr. 4) und Wildente (Nr. 5) gegenüber mit 
Optimum im entschieden sauren Gebiete bei =^ 5,5 6,3) und mit einer Wirk- 

samkeit bei pj^ = 8,6, die fünfmal kleiner ist als bei = 4,7 im Falle von Hund und 
Katze, etwa zweimal kleiner bei der Wildente. 

Wenn die Abhängigkeit für ein Enzym kennzeichnend wäre, so sollten die 
Magenlipasen der zuletzt genannten Tiere durchaus verschieden sein nicht allein von 


Tabelle 3. 

Magenlipa.se verschiedener Tiere: /»u-'^^ldiängigkeit. 


>'r. i Tierart 

i 


schein 

barer Butyrasewert B,*[ 

6,3 7,1 

v]. bei 

7 ,y 


8.6:47 

Optimum 
bei ph = 

Pn ^ 4.7 

5,5 

I Hund 

0,17 

0,18 

0,13 : 

Ü,I2 

0,04 

0.03 

0,18 

5.5 

2 Ilnnd 

b 7 

3.5 

3-7 

3-2 

2,0 

b 7 

1,0 

6,3 

3 Hund 

2,2 

■ 3.1 

3.9 1 

1,2 

0,6 

0,4 

0,18 

6.3 

4 Katze 

2,5 

■ 3.0 

2,6 

t,6 

0,4 

0,6 

0,24 

5.5 

5 Wildente .... 

0.005 

^ 0,018 

0,009 

0,008 

0,002 

0,003 

0.6 

5.5 

6 Kaninchen , . . 

0,50 

^ 0.59 i 

0,88 ; 

0,55 

0.35 

0,46 

0,92 

6,3 

7 i Huhn ..... 

0,05 

0,02 5 ! 

0,05 ' 

0-075 

0,05 

0,02 

0.4 

7.1 

8 ; Schwein .... 

0,07 

; 0,05 

0,07 

0,12 

0,07 

j 0,05 

0,7 

7.1 

9 ' Schwein .... 

0.37 

j 0,56 

0,64 

0,68 

0.75 

; 0,42 

1,1 

7.9 

IO i Pferd ..... 

0,07 

0,07 ' 

i 0.17 ' 

0,22 

0,25 

0,40 

5-7 

i 8.6 

II Pferd 

0,05 

0,1 i 

1 0,2 

o.^S 

0,2 


6,0 

8,6 

12 j Hund (Pankreas) 

r 

5 

; 25 

35 

55 

' 25 

5.0 

7,9 
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der Pankreaslipase, sondern auch von der Magenlipase des Pferdes und Schweines. 
Pankreaslipase vom Hund, zum Vergleich herangezogen (Nr. 12 [215] der Tab.), hat 
in rohem Zustand (ammoniakalischer Auszug) das Optimum bei = 7,9; sie unter- 
scheidet sich nur so weit von der Pankreaslipase von Pferd und Schwein, wie es bei 
ungleicher Reinheit des Materials der Fall zu sein pflegt. 

Nach den untersüchten Beispielen scheint es, als sei die Magenlipase der Carvinoren 
(Hund, Katze, außerdem auch Wildente) für saures Medium eingestellt, und zwar, wie 
sich in dem folgenden Abschnitt zeigt, durch die Assoziation mit gewissen Begleit- 
stoffen, die Magenlipase der Herbivoren dagegen für die Wirkung in alkalischem 
Medium, Diese Regel verdient an ausgedehnterem Material geprüft zu werden. 

4. Änderung der Aktivitäts-_^^~Kurve bei der Reinigung von 
Magenlipase. 

Die im vorigen Abschnitt mitgeteilten Aktivitäts-/)jj-Kurven der Magenlipasen 
verschiedener Tiere sind mit einander vergleichbar, da das Material auf gleiche Weise 
verarbeitet und in frischem, rohem Zustande unter Anwendung desselben Puffers 
bestimmt wurde. Die Form dieser Kurven ändert sich schon ein wenig bei der Ver- 
wendung anderer Puffer, beträchtlicher beim Altern der rohen Präparate, des getrock- 
neten Magens oder der Magenschleimhaut, am meisten jedoch im Gang der Reinigung. 

Änderung der ^n-Kurve unter dem Einfluß von Neutralsalzen, die an Proteasen schon 
E. Abderhalden und A. Fodor^ beobachtet, hat an der lipatischen Komponente der Taka- 
diastase vor kurzem J. Ogawa* beschrieben. 

Bei der Hydrolyse des Tributyrins durch Eipase des Hundemagens (gealtertes Präparat, 
ammoniakalischer Auszug) war im sauren Gebiet mit Citratpuffer nach SÖrensen die Geschwin- 
digkeit größer als imt Acctatniischung nach Michaelis. 

pW = 4,4 4,7 

Qtratpuffer , . . 2,2 2,4 

Acetatpuffer . . . 1,7 2,1 

[216] Die Veränderung beim Altern beobachteten wir z. B, an der trocken auf- 
bewahrten Schleimhaut des Hundemagens : in 3 bis 4 Wochen trat ein Rückgang 
der Wirksamkeit ein, etwas stärker im saueren als im alkalischen Gebiet. 

Versuch mit 20 mg getrockneter Schleimhaut eines Hundemagens. 


Pü = 

4,7 

54 

6,3 

74 

7,9 

8,6 

8,6 ; 4,7 

12. Juli . . . 

■ 44 

6,3 

7.8 

2,5 

1,2 

0,8 B.-[e]. 

i: 5,5 

\ . August . . 

. 1,6 

34 

4,4 

1,8 

0,9 

0,5 B.-[e]. 

I : 3,2 


An gealterten Präparaten des Schweinemagens zeigte sich nicht mehr regelmäßig 
das in der VII. Abh. angegebene starke Wirkungsoptimum im alkalischen Gebiet, 
statt dessen ein nur geringer Anstieg (Tab. 4, Nr. i und 2) und noch häufiger ‘sogar 
ein Abfall der Wirksamkeit (Nr. 3 bis 6 der Tab.) im alkalischen Gebiet ini Ver- 
gleich zum sauren. 

' Fermentforschung^Bd. 4, S. 191 [1921]. 

’ Biochem. Zs. Bd. 149, S. 222 [1924]. 
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Tabelle 4. 

Änderung der ^-Abhängigkeit beim Altern. 
(Tipase von Schweineinagen.) 


Nr. 

Präpiarate sämtlich 

20 Monate alt 

JJh^5,5 

D.-[tv], 

6,5 

E.-[w]. 

7,5 

B.-[w]. 

S ,6 ; rage tlcs 

D.-[tv]. ' Optimums 

I 

Getr. Schleimhaut III . . 

0,17 

0,17 

0,17 

0,25 ^ 

8,6 

2 

V Muscul. C 

0 ,T 2 

0,15 

0,12 

0,17 

8,6 

3 

HF 

1 0,22 

0,27 

0,22 

0,12 6,5 

4 

I F 

0,10 

0,17 

i 0,12 

0,12 6,5 

5 

I C 

1 0,45 

0.52 

0,43 

0,20 6,5 

6 

IV Muscul 

■ 0,30 

0,22 

0,07 

0,10 

5.5 


Die schrittweise Reinigung nach dein im 2. Abschnitt niitgeteilten Verfahren 
hatte bei der Lipase des Hundemagens regelmäßig eine Veränderung der Kurve in 
einem und demselben Sinne zur Folge. Das Maximum rückte vom sauren in das alka- 
lische Gebiet und das Verhältnis der Wirkung bei = 8,6 und 4,7 änderte sich so 
zugunsten des alkalischen Bereichs, daß dieser Quotient von 0.18 auf 3,0 anstieg. Die 
Tab. 5 und die Abb. 2 verzeichnen die scheinbaren Butyraseeinheiten B.-[e]., die in 
I g getrockneter Schleimhaut und in aliquoten Teilen der gereinigten Präparate ge- 
funden wurden. 


[217] Tabelle 5. 

Beispiel für die Änderung der />H-Abhängigkeit bei der Reinigung von 
Huiidemagenlipase. 


1 




1 

1 


Tro<.:ken- 


Präparat 

Ph^4,7 

5,5 

^-,3 

1 

7,') i 

i 


gewicht 

8 . 0 ; 4,7 

! 


60 


ammon. Auszug aus i g Schleim- I 

haut I 220 315 390 1 125 

ammon. Tösung der Essigsäure- ; ! : 

fällung ; 180 280 I 370 130 I 85 

nach Elektrodialyse ; 77 88 | 119 ^^5 ■ 


nach Voradsorption mit Kaolin 3 1 


I 

62 ! 93 



40 


80 

88 


' loren I 
113 i 103 i 93 


r, 00 (.) i I : 5,5 

0.340 i I : 2,25 
0,034 ' I,I : 1 

? ! 3.0 : I 


Abb. 2. Aktivitäts-Kurven der rohen (I) und gereinigten (II) Wpase des Hundemagens. 
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In Abb. 2 findet infolge des linearen Maßstabes der Ordinate die Steigerung von 200 auf 
400 B.-[e]. (rohe I/ipase) zwischen /»h — 4»7 iind 6,3 einen übertriebenen Ausdruck gegenüber 
der Steigerung von 30 auf 90 B.-[e]. {gereinigte I^ipase). Aus der steileren Kurve darf nicht etwa 
auf einen viel engeren Bereich des Wirkungsoptimiuns geschlossen werden. 

Die aus der Tab. 5 ersichtliche Verschiebung des Wirkungsoptimums ließ sich auch bei 
Anwendung anderer Reinigungsverfahren wiederfiuden. So ergab sich in einem anderen Falle 
nach teilweiser Adsorption mit Kaolin für die Flution die optimale Wirkung bei pn = 7.9, für 
die Restlösung bei pn = 6,3. In einem weiteren Beispiel verschob sich beim Adsorbieren und 
Fhüeren das Optimum von = 5,5 bis 6,3 bis in denBereich von y.ihisy.g. Fine so gereinigte 
Probe wirkte zum Unterschied vom Pankreaspräparat auf eine mit Fichtgrün gefärbte Fibrin- 
flocke in salzsaurer Lösung stark peptisierend, aber nicht tryptisch in alkalischem Medium, 

Die Verschiebung des Maximums der Aktivitäts-/)H-Kurve infolge der Rei- 
nigung und bei jedem Schritt derselben läßt [218] erkennen, daß die Abhängigkeit 
der lipa tischen Wirkung von der Wasserstof fionenkonzentration, wie man sie an den 
rohen Präparaten beobachtet, nicht eine Eigenschaft, ein Merkmal der Lipase selbst 
ist. Es ist die Schuld von Beimischungen, die im alkahschen Gebiet stark hemmen, 
wahrscheinUch auch von solchen, die im sauren Gebiete aktivieren, daß die Aktivitäts- 
/)jj- Kurve in so hohem Maße gefälscht und das Optimum für das rohe Enzym statt 
im alkalischen im saueren Bereicli gefunden wird. 

5. Aktivierungsversuche. 

Bedeutende Aktivierung der pankreatischen LipRse wird für die Butyrinhydrolyse 
durch Calciumoleat bewirkt, das in Kombination mit Albumin zum Aktivierungsaus- 
gleich wohl geeignet ist. Bei der Magenlipase des Schweines beansprucht (Abh. VII) 
eine andere Aktivierung, die durch glykocholsaures Natrium, besonderes Interesse, 
da ihr Ausbleiben einen charakteristischen Unterschied gegenüber Pankreaslipase 
bedeuten sollte. An der in verschiedenen Reinheitszuständen erhaltenen Lipase des 
frischen Hundemagens wurde nun der Einfluß eines Zusatzes von Calciumoleat mit 
Albumin geprüft, wie er z. B. bei einem Pankreasauszug Steigerung von 1,4 auf 
12,6 B.E. bewirkte. Weder mit ammoniakaHschem Auszug der frischen Schleimhaut 
des Hundemagens (Tab. 6, Nr. 2 bis 4) noch an den reineren Lösungen (Nr. 6 und 7) 
gelang es in irgend einem Falle, Aktivierung durch Calciumoleat und Albumin hervor- 
zurufen. Es ist bemerkenswert, daß dagegen lipatische Auszüge aus länger aufbewahr- 
tem, getrocknetem Hundemagen des Öfteren (Nr, 9 bis ii), wenn auch nicht immer 
(Nr. 8 der Tab.), eine Steigerung durch diesen Zusatz erfuhren. Man darf also aus 
den vorliegenden Beobachtungen nicht schließen, daß die Lipase des Hundemagens 
einer solchen Aktivierung unzugänglich sei; wahrscheinlich ist nur der Reinheitsgrad 
dafür nicht geeignet. Er mag eher dem Zustande der rohen Lipase des Schweine- 
magens als der gereinigten, aktivierbaren entsprechen. Unwahrscheinlich ist es, daß 
die Nichtaktivierbarkeit der Hundemagenlipase auf höherem Reinheitsgrad beruht — 
so etwa wie [219] Pankreaslipase, je mehr man sie reinigt, je mehr man Hemmungs- 
stoffe abtreniit, desto geringere Ausschläge auf Zusatz von Calciumoleat -f Albumin 
erleidet. 



1355 


Zur Spezifität der Lipasen aus verscliiedeneii Organen. 


Tabelle 6. 

Verhalten von Magenlipase gegen Calciumoleat + Albumin. 
(io mg CaCli, 15 mg Albmiiin, 10 mg Natriumoleat.) 


Nr. 

I,ipaBephip;init 

i — 

ohne Zusatz | 
B.-reJ. 

mit Zusatz 

1 

Pankreas vom Schwein 

1,4 

12,6 

2 

i 1 

Magenschleimhaut, Hund i 

1 M 

1.1 

3 

Magenschleimhaut, Hund 2 


0-3 

4 

Magcusclileiinhaut, Hund 3 

0,6 

0.5 

5 

Magenschleimhaut vom Pferd 

i.o ! 

0.7 

6 

Elution aus Kaolinadsorbat (Hund i) 

0,3 ' 

0.3 

7 

Elution ans Alimüniumhydroxydadsorbat (Hund i) .... 

0,3 

0,3 

8 

Ammoniakalischer Auszug aus altem rohem Magen, Hund 4 . 

id 

0,4 

9 

Wäßriger Auszug aus altem rohem Magen, Hund 5 . . , . 

0-5 

1.2 

IO 

1 Ammoniakalischer Auszug aus demselben 

0.7 

1.5 

1 1 

Aimuoniakalischer Auszug aus altem rohem Magen, Hund 6 . 

i.i 

2,9 


6. Wirkung auf verschiedene Substrate. 

Aus dem folgenden Vergleich der hydrolysierenden Wirkung auf hohe und niedere 
Glyceride und auf Ester einwertiger Alkohole geht hervor, daß das Magenenzym wie 
das pankreatische zu den eigentlichen Lipasen gehört, die zugleich befähigt sind, auch 
einfache Ester gut zu hydrolysieren und daß es sich in seiner Wirkung vom IvCber- 
enzym wesentlich unterscheidet, einer Esterase, die nur in geringem Maße befähigt ist, 
Eett zu spalten L Das Magenenzym wirkt, wenn man die Hydrolyse auf eine und die- 
selbe Buty rin Spaltung bezieht, auf Olivenöl in einem untersuchten Falle (Hund) nicht 
ebenso günstig, in einem anderen Falle (Schwein) etwas günstiger als Pankreas, aber 
in allen Fällen viel stärker als Leberesterase. 

[220] Als einfacher Ester diente racemischcr Mandelsäurcäthylestcr, dessen Hydro- 
lyse der folgende Abschnitt behandelt. Die vergleichende Bestimmung mit Olivenöl 
geschah bei praktisch konstanter alkalischer Reaktion (/>„ ~ 8,g; 30®) unter Zusatz 
von Calciumchlorid; die Verseifung im saueren Medium nach der dritten Bestim- 
mungsweise der I. Abh.i) ergab einen ähnlichen Wert. 

Der ammoiiiakalisclie Auszug aus getrockneter Mucosa des Huiidemageii.s lieferte mit Lssig- 
säure eine Fällung, die wir nach Ab zentrifugieren wieder in 14 ccm ” /4c,- Ammoniak lö.sten. In 
1 ccm dieser Lösung fanden wir bei pn — 8,6 385 B.-[e]. Die übrigen 13 ccm der Lösung wurden 
mit 2,5 g Olivenöl, 2 ccm 1,0 n- Ammoniak- Animonchloridpuffer von pn =» 8,9 und 0,5 ccm 
2proz. CaCL-Lösung angescliüttelt, um bei 30^ 70' einzuwirken. Nach dem Ansäuern wurde die 
entstehende Ölsäure ausgeäthert und nach dem Abdampfen des Äthers zur Titration (Indicator 
Phenolphthalein) in Alkohol aufgenonimen. (befunden 3,0 ccm ^Vio-KOH entsprechend 3,3% 
Spaltung. Für i Stunde ergibt sich daraus die Spaltimg von 2,6%, d. i. 0,11 L.E. 

Die Bestimmungen der ötspaltung durch Lipase des Schweinemagens sind in der 
VII. Abh. {S. 252) mitgeteilt. Die Vergleichswerte für Pankreas (Sdiwein) entnehmen wir 
der VI. Abh. (S. 246) und der VHI. Abh. (S. 17, 34, 37), für Leber (Schwein) der VIII. Abh. 
(S. 17 u. 34). 


' Vgl. VIII. Abh. S. 5, 16 u. folgende. 

') Diese Zs. Bd. 125. S. 93, und zwar S, 126 [1923]- 
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Die folgende Zusammenstellung bezieht die Wirkungen der drei lipatischen 
Enzyme auf Tributyrinspaltung, also auf B.E. und B.-[e]. Die Menge der Pankreas- 
lipase von 10000 Butyraseeinheiten entspricht 10 L.E. und mit derselben Enzym- 
menge wird unter den Versuchsbedingungen der VIII. Abh, (20®, 24 Stunden) mit 
Puffer 8 %, ohne Puffer i % vom Mandelsäureester verseift. Die entsprechend eif Werte 
von 10000 B.-[e]. des Hunde- und Schweinemagenenzyms betragen 2,8 bis 20 L E., 
die Mandelsäureesterspaltung 16 bis 19 % . Bei der Leberesterase ist hingegen die lipa- 
tische Wirkung sehr gering, die Wirkung auf Mandelsäureester sehr stark. 



B.R, 

E.E. 

Maodelsäurecsterspaltiuig 


bei Ph-8,6 

bei 




1 


mit Puffer 

öhae Puffer 

Pankreas (Schwein) 

. 1 lOOOO 

i IO 

8% 

1% 

lieber (Schwein) . . . 

. ; roooo 

, 0.4 

.sehr hoch 

84% 

Magen (Hund). . . . 

lOOOO 

! 2.8 

IQ% 

! — 

Magen (Schwein). . , 

, 1 lOOOO 1 

20 

16% 

— 


[221] 7. Stereochemische Spezifität. 

Die Einwirkung der Magenlipase auf die einfachen Ester asymmetrisch kon- 
stituierter Säuren wurde analog den letzten Versuchen von Wiefstätter und Mem- 
men mit Pankreas- und Leberenzym und mit derselben Versuchsanordnung vorgenom- 
men. Als Substrate wählten wir Mandelsäure- und Phenylchloressigsäureester, aus 
denen z. B. die Leberesterase entgegengesetzt drehende Verseifungsprodukte bildet. 
In dem neuen Falle ist das Organpräparat weniger günstig infolge des geringen Ge- 
haltes an Enzym und eines großen an Begleitstoffen, die zum Teil löslich und optisch 
aktiv sind. Die Versuche sind daher, wie die Tabelle ersehen läßt, nicht ausnahmslos 
gelungen und die gefundenen Drehungswinkel sind der Korrektur zu unterziehen. 
Das Ergebnis (Tab. 7) ist, daß die Spaltungsprodukte im Drehungssinne von den durch 
pankreatische und hepatische Wirkung gebildeten abweichen. Die ausgewähltcn 
Antipoden sind in beiden Fällen entgegengesetzt denjenigen, welche die Pankreas- 
lipase vorzieht. 

Bnzyrrmiaterial war die aus den ammoniakalischen Extrakten der Magenschleimhaut (Hund, 
Pferd, Schwein) mit Essigsäure gewonnene Fällung, die sich im Puffergemisch merkHch löste. 
Die Hydrolyse geschah in 25 ccm NaHCOj-COj- Puffer (/>h = etwa 7) mit Toluol in 24 bis 7 2 Stun- 
den bei 20 Danach unterwarf man die angesäuerte Flüssigkeit der Extraktion mit Äther 2 Stirn- 
den im Perforator und trennte die gebildete Säure von der ätherischen Lösung des zurück- 
gebliebenen Esters durch Ausschütteln mit verdünnter Natronlauge ab. Die entstandeue Mandel- 
säure unterwarfen wir einer weiteren, gemäß dem Leerversuch ausreichenden Reinigung. Die 
in üblicher Weise isolierte Säure nahm man in Wasser auf und befreite die Lösung durch Fil- 
trieren über Kieselgur von Beimischungen. Die Mandelsäure wurde in wäßriger, die anderen 
Substanzen in alkoholischer Lösung polarisiert (2 dm Rohr mit 6 ccm Inhalt) und danach mit 
“/jo-NaOH titriert. Die Phenylchloressigsäure sowie die Ester sind ohne Reinigung polari- 
metrisch bestimmt worden und sie entiiielten Beimischungen, nämlich linksdrehende. Die 
Werte der Tab. 7 für die Ester und die chlorierte Säure können also nur im Sinne zu geringer 
Rechtsdrehung entstellt sein. 
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[222] Tabelle 7. Spaltung racemischer Substrate durch Magenlipase. 




getrocknete 
Schleimh. (g), 


Vcrbr. 

Spal- 





Nr. 

Substrat 

gereinigt durch 

Zeit 

0,1 n- 


« ^ 2 ) 


Bemerkung 



Pällui^ mit 


KOH 

tUJjj; 






Essigsäure 

Stdii. 

ccm 

% 

.Säure 

Ester 

Säure 


I 

ohne Substrat 

Hund IO g 

24 

0,00 

0,00 

0° 

— 0,50° 

0° 


2 

Mandelsäureäthylester i g 

Pferd 70 g 

36 

0,98 

1.76 

+ 0,07^ 

— 0,20° 

■f 14^^ 

vor Reinigung 
war [ä]i>=--4ü°! 

3 

desgl. I g 

Hund IO g 

72 

2,02 

3.64 

0 

b 

— 

f 7° 


4 

desgl. 2 g 

Hund 25 g 

H 

2,10 

1,89 

— 0,07® 

0 

b 

- 7^' 

Material bakte- 










riell infiziert 

5 

desgl. I g 

Schwein 24 g 

48 


2,07 

+ 0, 16^ 

— 0.17° 

+ 28" 


6 

Phenylchlorcssigsäur e - 

Hund IO g 

72 

■1.^7 

2,16 

+ 0,10" 

— 0,65° 

!- 16° 

Säure verun- 
reinigt durch 
linksdrehendc 

7 

methylester i g 

desgl. 0,5 g 

Hund 5 g 

48 

2,70 

9.94 

+ 0, 1 1 ^ 

1 

| — 0.44'’ 

i 

+ 7° 

; Beiniisclmngen 

8 

desgl. I g 

■Schwein 24 g 

48 

1,20 

1 2,21 

— 0,15^ 

1 — 0,09^ 

— 22^^ 
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98. ÜBER DAS ADSORPTIONSVERHALTEN DER PANKREASAMYLASE. 
Von Richard Willstätter, Ernst Waldschmidt-Leitz und Albert R. F. Hesse. 

Zehnte^ Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenscliaften 

in München.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion zugegaiigen am 4. Oktober 1924.) 

Einleitung. 

Die drei pankreatischen Enzyme, Lipase, Trypsin und Amylase, lassen sich 
infolge ihres verschiedenen Adsorptionsverhaltens voneinander trennen. Die Lipase 
wird aus dem Gemisch durch Adsorption mittels Tonerde bei saurer Reaktion, dann 
das Trypsin ebenfalls bei saurer Reaktion mit Kaolin entfernt. Die Amylase, die 
unter diesen Umständen der Adsorption entgeht und enzymatisch homogen wird, 
ließ sich bei neutraler Reaktion und zwar aus wäßrig-alkoholischer Lösung durch 
Adsorption mit Tonerde reinigen. Dieses Enzym unterscheidet sich aber, wie in 
unseren Mitteilungen^ über Pankreasenzyme angegeben wurde, von anderen und 
besonders von dem [15] am besten untersuchten Invertin dadurch, daß es ,,die ihm 
zugeschriebene Adsorbierbarkeit durch Reinigung vollständig verHert. In reinerem 
Zustand wird die Amylase weder aus saurer, noch aus neutraler oder alkalischer 
(wäßriger) Lösung von Aluminiumhydroxyd oder von Kaohn adsorbiert''. Diese 
Angabe war aus einigen Beobachtungen über die Abnahme der Adsorbierbarkeit, 
über das Sinken der Adsorptionswerte im Laufe der Reinigung abgeleitet. Die Rei- 
nigung des Enzyms war aber noch nicht so weit geführt worden, daß der Einfluß 
der Koadsorbentien wegfiel und das eigentliche Adsorptionsverhalten des Enzyms 
klar zutage trat. 

* Diese Abhandlung ist eine Fortsetzung der dritten („Über Pankreasamylase^^ Diese 
Zs. Bd. 126. S. 143 [1922/23]); ein Teil der Ergebnisse ist enthalten und ausführlicher bdiandelt 
in der Inauguraldis^tation von A. R. F. Hesse, München 1923. 

* Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601, und zwar S. 3614; Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar S. 139 
und 143 [1922/23]; Diese Zs. Bd. 126, S. 143 [1922/23] [Abk. 2 und 89 und go). 
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Die vorliegende Arbeit bestätigt jene vorläufige Beschreibung der Amylase, Es 
ist nun gelungen, die enzymatisch einheitliche Eösung der Pankreasamylase durch 
Voradsorption, d. h. durch Adsorption eines Teiles der Substanz so zu reinigen, daß 
das Enzym aucJi aus neutraler wäßriger Lösung gar nicht mehr von Tonerde adsorbiert 
wird. Die Adsorption, die mit höheren oder niedrigeren Adsorptionswerten der Ton- 
erde beobachtet zu werden pflegt, ist also in der Tat nicht eine Eigenschaft des Enzyms 
selbst. Auch der entgegengesetzte Eall kommt vor, nämlich, daß durch Beimischungen 
die Adsorption des Enzyms an gewisse Tonerdesorten verhindert wird und daß erst 
nach einer Voradsorption von Begleitstoffen durch größere Mengen von Tonerde 
die Adsorption der Amylase beginnt. 

Im allgemeinen wird auf Zusatz von Alkohol die Amylase leichter adsorbierbar. 
Der Adsorptionswert der Tonerde ist bei Anwendung 5oproz. alkoholischer Lösung 
des Enzyms häufig ein Mehrfaches wie bei wäßrigen Lösungen. In den Fällen, in 
denen das Enzym sich aus wäßrigem Medium nicht mehr adsorbieren läßt, ist der 
Alkoholzusatz notwendig, um die Adsorption herbeizuführen ; die Steigerung des 
Adsorptionswertes ist dann natürlich eine überaus hohe. Andererseits war es möglich,^ 
durch Voradsorption mit Tonerde bei großer Verdünnung die Amylase derart zu 
reinigen, daß der Zusatz von Alkohol die Adsorption überhaupt nicht mehr 
zu fördern, den Adsorptionswert nicht mehr zu steigern vermag. Also auch 
[16] nicht auf das Enzym selbst, sondern auf seine Koadsorbentien scheint sich 
der Einfluß des Alkohols zu erstrecken, zu dessen Erklärung an das Verhalten der 
Aminosäuren und Peptide zu erinnern ist, die in alkoholischer Lösung titrierbare 
Säuren sind. 

Es hängt weitgehend von den Versuchsbedingungen, z. B. von der Konzentration 
der Lösungen und von der noch nicht genügend definierbaren Beschaffenheit der 
Adsorbentien ab, wie weit das Enzym von seinen Begleitstoffen getrennt werden 
kann. Es sind daher* im folgenden nur Beispiele des Verhaltens in verschiedenen 
Reinheitsgraden, aber nicht bestimmte Vorschriften für die Reinigung aufzustellen. 
Wenn z. B, bei der Adsorption aus wäßrig-alkoholischer Lösung ein Teil vom Enzym 
mit Tonerde beseitigt wird, so verhält sich die Amylase in der Restlösung, woraus 
sie noch weiter durch Tonerde adsorbierbar ist, gemäß der Adsorptionskurve ähnlich 
einem einheitlichen Stoff. So eng vergesellschaftet mit seinen Koadsorbentien scheint 
das Enzym zu sein. Dennoch braucht man die Flüssigkeit nur stark zu verdünnen, 
um Dissoziation des Enzymkomplexes herbeizuführen. 

Da es der Amylase in reinerem Zustand an Adsorptionsaffinitäten mangelt, 
so kann man die enzymatische Konzentration mittels der Adsorptionsverfahren nicht 
so weit steigern wie bei anderen Enzymen. Für die beschriebene und noch etwas 
verbesserte Methode der Reinigung führen wir im folgenden ein weiteres Beispiel 
an, in dem derselbe Reinheitsgrad wie im früheren erreicht wird (Amylasewert 62, 
d. i. 125 fach konzentrierter als in der trockenen Drüse). Übliche Eiweißreaktionen 
fallen bei diesem Präparat wieder völlig negativ aus. 
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R. Wn^l^STÄTOR, E). WAi,DSCHMiDT-IyEm und A. R. F. HESSE: 

I. Darstellung enzymatisch einheitlicher Amylase. 

Abtrennung der Lipase. Nach dem Verfahren der dritten Arbeit trennt 
man aus dem geklärten Glycerinauszug der Pankreasdrüse bei saurer Reaktion mit 
Tonerde die Hauptmenge der Lipase ab und ihre letzten Anteile durch eine zweite 
Adsorptionsvornahme. Man kann statt dessen auf einmal die Gesamtmenge der Lipase 
wegadsorbieren. Es zeigte sich bei Verarbeitung von frisch bereitetem Pankreas- 
auszug [17] in einer Reihe von Versuchen, daß ein gewisser Teil der Amylase, etwa 
30%, zusammen mit der Hauptnienge der Lipase in das Tonerdeadsorbat übergeht 
und ebensoviel bei Anwendung von viel mehr .Tonerde, die zur Adsorption der ge- 
samten Lipase nötig ist. Es scheint also ein gewisser Teil der Amylase mit solchen 
Koadsorbentien vereinigt zu sein, die aus saurem Medium durch Tonerde adsorbiert 
werden. 

Beispiel. 50 ccm Glyceriiiauszug, enthaltend 15,4 ly.E. imd 32,5 Am . -E. , wurden mit 11,7 ccm 
Tonerdesuspension C -behandelt. Die Restlösung enthielt o,i8Iy.E. = i % und 21,6 Am.E. = 67 %. 
Mit V3 dieser Tonerdemenge blieben 19% Eipase und 71% Amylase in der Restlösung, 

Tn einem anderen Beispiel blieben aus 50 ccm geklärtem Glycerinauszug nach Adsorption der 
Lipase a) mit 6 ccm Tonerdesuspension B 67 %, b) mit lo con 68 % Amylase in der Restlösung. 

Bei der Verarbeitung von lang gealtertem Pankreasauszug ließ sich in einer Reihe 
von Versuchen die Lipase durch Adsorption entfernen, ohne Amylase mitzunehmen. 

100 ccm geklärte “/joo-essigsaure Lösung, enthaltend 46,0 Am.E., lieferten nach quantita- 
tiver Adsorption der Lipase durch Tonerde B eine Restlösung, enthaltend 45,7 Am.E. j 200 ccm, 
enthaltend 92 Am.E., ergaben nach Adsorption von 98,4% der Lipase eine Restlösung mit 
90,6 Am.E. 

Zur Darstellung der lipasefreien Lösung wurden 150 ccm Rohauszng (Pankreas- 
probe 3) mit 750 ccm Wasser geklärt, mit 12 ccm n-Essigsäure angesäuert und mit 
288 ccm (erforderlich wären nur 230) Tonerdesuspension C (3,65 g ALOs) von Lipase 
befreit. Die mittels der Zentrifuge vom Lipaseadsorbat getrennte Lösung (1600 ccm) 
enthielt 456 Am.E.; sie war nach dem Neutralisieren wochenlang haltbar. 

Auch andere Tonerdepräparate (A und B) dienten für die Adsorption der Lipase. 
Änderungen in der Sorte und Beschaffenheit des Adsorbens bei dieser ersten Vor- 
adsorption, der das Enzym unterworfen wird, haben großen Einfluß auf das später 
zu beschreibende Verhalten der Amylase in der enzymatisch homogenen Lösung. 
Dieses hängt nämlich von der Natur der Begleitstoffe ab, die noch beim Enzym ver- 
bleiben. 

Abtrennung des Trypsins. Bei der in der dritten [18] Abhandlung beschrie- 
benen Abtrennung des Trypsins durch zweimalige Adsorption mittels Kaolin gingen 
20 bis 40% Amylase verloren, die auch unter der Wirkung von Koadsorbentien in 
dieses Adsorbens und zwar bei seiner ersten Anwendung mitgingen. Es ist ratsam, 
die Operation mit kleinen Mengen und so rasch als möglich auszuführen. Die Amylase 
erleidet nämlich bei der Berührung mit Kaolin Zerstörung und zwar, wie aus der 
Tab. I ersichtlich, in ungleichem Maße durch verschiedene Kaolinsorten. Am 

schonendsten wirkt das nach R. Wilestäxter und E. Racke * mit Salzsäure aus- 


* Liebigs Ann. der Chein. Bd. 425, S. i [1920/21}, und zwar S. 86 (Ahh. 45). 
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gekochte und durch gründliches Auswaschen von Säure befreite. Die Empfindlich- 
keit der Amylase war besonders groß bei Verarbeitung von frischem Pankreas-Glycerin- 


auszug. 


Tabelle i. 

Zerstörung der Amylase durch Kaolin. 

25 ccni Aniylaselösung (aus gealtertem Pankreasauszug), enthaltend 7,2 Am.E. 

Aiiiylascvcrhist in l’roz. 


mit 0,38 mit 1,16^ wiit i,ii> k 

Kaolin vers., Kaolin vors., j Kaolin, nadi 
sofort bestimmt sofort bestimmt! i Std. heslimmt 


Kaolin Zettlitz 57 50 ! 65 

Elektroosmotisches Kaolin. . 21 75 

Salzsäurebehandeltes Kaolin . 13 20 | 41 


25 ccm Aniylaselösung (aus frischem Pankreasauszug), enthaltend 9,5 Aiii.E,. 


mit 1,053 R 
Kaolin vers,, 
sofort bestimmt 


ebenso 
ii.acli 30 Min. 


ebenso 
iiacli 60 Min. 


Elektroosmotisches Kaolin. . 74 

Salzsäurebehaiideltes Kaolin , 39 


87 100 

53 i 74 


II. Adsorptionsverhalten der Amylase in wäßrigem Medium. 

I. Wiederholte Adsorption. 

Aus der enzymatisch einheitlichen, neutralen Eosung läßt sich die Amylase 
durch Tonerde adsorbieren und zwar auch [19] ohne Gehalt der Lösung an Alkohol. 
Die Adsorbate wurden mit glycerinhaltigem 2^/3-basischem Ammon phosphat eluiert, 
und nach Ausfällen der Phosphorsäiire mit Magnesiamischung und Neutralisieren 

Tabelle 2. 

Adsorption der Amylase aus wäßriger Lösung durch Tonerde. 

(Sorte C, nur bei Versuch 6 Sorte IL) 



Glyeeriiigelialt 6 — 9%, nur 

1 1 % bei Versuch 61 

). 


Nr. 

Enzs mlösimg 

; AHRCwatirUe ! 

; Am.E. 

Konzen Lr. 
Am.lC. 
in I l ! 

Adsorp- 

tionsgratl 

A.W. 

I 

Rohlösung 

10,0 

95 

95 

9-3 

2 

desgl. 

IÜ,Ü 

95 

73 

10.4 

3 

desgl. 

22,6 

119 

7« 

”-3 

4 

desgl. 

64.9 

125 

86 

12,4 

5 

d&sgl. 

56.4 

72 

95 

9.9 

6 a Rohlösung aus frischem Auszug 

6b i Dasselbe Präparat, Elution nach ein- 


124 

57 

7,0 


maliger Adsorption 

15-9 

42 : 

3« 

1,2 

7 

Elution nach 1 maliger Adsorption 

3.0 

31 i 

43 

9,2 

8 

desgl. 

: I3.B 

36 : 

45 

4-4 

9 

desgl. 

1 1 ,8 

27 

48 

2,4 

10 ^ 

desgl. 

4.0 

10 

93 

3-1 

II 

desgl. 

3-0 

10 i 

80 

3.4 

12 

Elution nach 2 maliger Adsorption 

L3 

5-9 ■ 

23 

3.3 

13 

de.sgl. 

2,4 

9-2 ' 

30 

1,7 

14 

desgl. 

■ 3-2 

13 

3^ 

<^1.9 

^5 

desgl. 

5-7 

22 

37 

3-7 


willstätter, Enzyme. 


86 



1362 


R. WOJ^STÄTTER, 15. Waijdschmidt-T,eitz lind A. R. F. HESSE: 


mit Essigsäure die Adsorption wiederholt. Bei erneuter Verarbeitung der erhaltenen 
Adsorbate gelang die Adsorption mit größeren Mengen der Tonerde auch ein drittes 
Mal. Der Reinheitsgrad des Enzyms verbesserte sich einigermaßen, aber eine durch- 
greifende Trennung von den Koadsorbentien wird auf diese Weise nicht erzielt. Man 
beobachtet nur, wie einige Beispiele der Tab. 2 zeigen, daß unter gleichen Versuchs- 
verhältnissen die Adsorptionswerte sinken. 


Während die Tab. 2 das Adsorptionsverhalten der Amylase auf den ver- 
schiedenen Stufen der Reinigung nur für [20] einzelne Adsorptionsgrade verzeichnet, 
wird in der Abb. i in Versuchen mit rohem und durch zweimalige Adsorption ge- 



Abb. I. Adsorption der Amylase aus wäß- 
riger böstuig {4,0 Am.F. in 100 ccm, 
5 % Glycerin enthaltend). 

Vor der Reinigung I, nach zweimaligem 
Adsorbieren und Fluieren II, 


reinigtem Enzym bei gleicher Anfangs- 
konzentration der Lösung der ganze Verlauf 
der Adsorption verglichen. 

Die verminderte Adsorbierbarkeit ist 
durch die Verarmung der Amylase an 
adsorptionsfördernden Begleitstoffen zu 

Tabelle 3. 

Adsorption von Amylase. 

a) Aus enzymatisch einheitlicher roher Lösung; 

b) aus einer diurch Verarbeitung des Adsorbats 

gewonnenen Elution. 


1 

Menge MjOa 

g 

a) 1,65 Am.-E. 

Adsorptions-j 
grad j 

in : I ccm 

AAV. 

b) 0,70 Am.- 

Adsorpüons- 

grad 

K. in 20 ccm 

' AAV. 

0,0172 

0 

0 

l 

0 i 

0 

0.0344 

0 

0 

0 

0 

0,1030 

35 

5.63 

0 : 

0 

0,2060 

64 


— 

— 

0,3090 

— 

— 

27 : 

0,61 


[21] erklären. Neben dieser Haupterscheinung läßt sich aber noch erkennen, daß 
in die Elutionen auch gewisse Begleitstoffe mitgehen, welche die Adsorption der 
Amylase erschweren. Solche Begleitstoffe lassen sich schon in rohen Amylase- 
lösungen nachweisen und sie können sich derart anreichern, daß die Adsorption des 
Enzyms gänzlich verhindert wird, bis man mit genügenden und sogar recht 
großen Mengen Tonerde die adsorptionsstörenden Beimischungen entfernt hat. Die 
Tab. 3 verzeichnet ein Beispiel für eine solche Störung der Adsorption aus der 
rohen Lösung und noch viel mehr bei Wiederholung der Adsorption aus einer 
durch die weitere Verarbeitung gewonnenen Elution. 


2. Einfluß der Verdünnung. 

Mit der von Lipase und Trypsin befreiten wäßrigen Amylaselösung von neutraler 
Reaktion wurde der Verlauf der Adsorption und die Abhängigkeit von der Verdünnung 
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untersucht. Für eine solche Versuchsreihe hat eine aus 
gealtertem Pankreasauszug bereitete Amylaselösung, stets 
5 % Glycerin enthaltend, in drei Konzentrationen gedient : 
Verdünnung i So Ani.B., Verdünnung 2 40 und Ver- 
dünnung 3 8 Am.E. in 1 1. [22] Die Adsorptionswerte 
von niedrigen bis zu hohen Adsorptionsgradeii sind In 
der Tab. 4 angegeben und die nach dem Vorbild der 
Untersuchung von H. Kraut und E. Wenzeia „Über 
Euzyniadsorption“ bestimmten Adsorption skurveii in der 
Abb, 2 dargestellt. Bemerkenswert ist schon bei dem 
Verdünnungsgrad i im ersten Teile der Adsorption der 
sehr hohe Adsorptionswert (78 bei Adsorptionsgrad 9,8). 
Bei der Verdünnung 3 wird der Adsorptionswert erstaun- 
lich hoch, nämlich mehr als 2omal höher (1850 beim 
Adsorptionsgrad 45) . 



Abb. 2. Adsürpti(3ii roher 
Amylase ])ei vc^rseliiedeiieii 
Verdüinningfii. 


Tabelle 4. 

Iriiifluß der Verdünnung auf die Adsorption roher Aiiiyla.se. 
(Jeder Versuch mit 4.0 Am. K.; Tonerdesorte ß.) 


Konzentration 
.\ni.K, 
in I 1 

.\ii gewandt 
AUOa 

1,' i 

A(ls{jrl)ii‘rt 

Atn,]-;. 

\ .V<]sor|)tioii.?gnwJ 

A.W. 

80 

f),oo 5 

0,30 

IO 

78 

So 

0,02 

(J ,54 

U 

27 

So 

0,12 

1 ,72 

4 .S 

I ^ 

So 

0,20 

2,31 

.S8 

12 

80 

0,40 

.bP 

85 

8,> 

40 

<4005 

0,58 

T 3 

1 lO 

40 

0,010 

o ,<,)7 

34 

97 

40 

0,02 

1 , 4 f> 

87 

75 

40 

0,04 

2,01 



^0 

0,30 

.b 73 

93 

19 

40 

0,40 

3.01 

97 

0.8 

8 

o,<rK) r 

1,85 

45 

1H50 

8 

0,01 

3,07 

52 

207 

8 

0,05 


6 ; 

52 

S 

0, 10 


69 

2 S 


Eine dieser Adsoiptionskurveii (Abb. 2, II) wurde in der angeführten Abhandlung 
von Kraut und Wenzke schon erörtert und zwar mit folgender Erklärung : ,,Es wird . . . 
häufig Vorkommen, daß auch besser adsorbierbare Stoffe vorhanden sind . . ., und 
daß diese das Durchschnitt sverhalten der [23] Bcgleitstoffe bestimmen . . . Die Ad- 
sorption des .Enzyms aus der gemischten Eösung wird hier infolge der wachsenden 
Oberflächenbeanspruchung der Begleitstoffe schon bei hohen Konzentrationen einen 
Abfall der Adsorptionswerte auf weisen, der gegen Ende . . . allmählich flacher wird. 

" Diese Zs. Bd. 133, S. i [1923/24] (^6/0 57). 


80 * 



1364 R- Wn,LSXÄTTER, E. Waudschmidt-Eeitz und A. R, F. Hesse: 

Ein solcher Fall liegt vielleicht bei der Adsorption der Amylase in einem Glycerin- 
extrakt aus Pankreasdrüsen vor.*' Hierzu ist zu berücksichtigen: i. Das Enzym 
selbst ist gemäß weiteren Beobachtungen durch Tonerde gar nicht adsorbierbar; 
2. der Adsorptionswert bei der Adsorption der ersten Anteile des Enzyms ist auch 
bei der konzentrierteren Eösung sehr hoch; 3. die Adsorptionswerte steigen beim 
Verdünnen der Eösung sehr stark. Man kommt bei der Erklärung dieser Erschei- 
nungen nicht mit der Annahme aus, daß Enzym und Begleitstoffe unabhängig von- 
einander in den Lösungen existieren. Das Verhalten scheint uns am besten so er- 
klärt zu werden, daß die Amylase in den Lösungen mit wechselnden Mengen verschieden 
wirksamer Koadsorbentien, a, ß usw. assoziiert ist und zwar u. a. mit einem die 
Adsorption in hohem Maße fördernden Koadsorbens Durch das Verdünnen wird 
das System Amylase -f Koadsorbens ^ aus einem weniger adsorptionstauglichen, 
komplizierteren Aggregat freigelegt und seine Adsorption begünstigt. Wenn der in- 
folge des Zusammenhanges mit Koadsorbentien gut adsorbierbare Teil des Enzyms 
beseitigt und die Amylase in der Restlösung untersucht wird, so ergibt sich ein ganz 
anderes Bild seines Adsorptionsverhaltens. Schon beim Entfernen der Lipase durch 
Tonerde aus saurem Medium kann das System von Amylase mit ihren Begleitstoffen 
in entscheidender Weise verändert werden. Die verdünnte Lösung der Amylase kann 
daher auch ungünstigere Adsorptionswerte ergeben als die konzentriertere. Im voran- 
stehenden Abschnitt (Tab. 3) war der Fall beschrieben, daß die Adsorption der Amylase 
zunächst durch Begleitstoffe verhindert wird, bis diese durch eine genügende Menge 
Tonerde entfernt sind. Verdünnt man eine solche I.ösung aufs 10 fache, so beginnt 
schon mit einer geringeren Tonerdemenge die Adsorption des Enzyms, aber diese 
bleibt weiterhin, wie die mit Tab, 3 zu vergleichenden [24] Zahlen der Tab. 5 zeigen, 
hinter der Adsorption aus konzentrierterer Lösung zurück. 

Tabelle 5. 

Adsorption der Amylase 

a) aus roher Eösung; b) aus durch einmalige Adsorption gereinigter. 

(Entsprechend Tab. 3, aber 10 fach verdüimt.) 


Menge Al^ü, 

g 

a) 1,65 Am.E. iniioccm 

b) 0,70 Am.E. in 200 ccm 

Ädsorptions- 

grad 

% 

A.W. 

Adsorptions- 

grad 

% 

\ A,W.' 

0,0172 

2 

0,8; 

0 

0 

0,0344 

8 

7.6 

0 

0 

0,1030 

22 

3.5 

6 

0.39 

0,2060 

33 

2,6 

- 

— 

0,3090 

— 

__ 

37 

0,84 


3. Verhalten bei fraktionierter Adsorption. 

Das Adsorptionsverhalteu der Amylase wird von den Begleitstoffen bestimmt, 
es wird von ihnen kompliziert und veränderlich gemacht. Um es genauer kennen 
zu lernen, versuchten wir unter Anwendung verschiedener Tonerdesorten die Enzym- 
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Präparate in Fraktionen zu zerlegen. Bie Restlösungen nach teilweiser Adsorption 
lieferten uns Beispiele für Steigerung und Verminderung der Adsorbierbarkeit und 
für ihr völliges Verschwinden. Die erste Fraktionierung geschieht gelegentlich der 
Entfernung der Lipase, wofür verschiedene Präparate von Tonerde B und C angewandt 
wurden. Sodann ist in allen Fällen aus konzentrierterer Lösung ein Teil des Enzyms, 
womöglich zwischen einem Drittel und der Hälfte, mittels der Tonerde B wegadsor- 
biert worden. 

Steigerung des Adsorptions wert es. Für die Abtrennung der Lipase diente 
ein Präparat von Tonerde C, das sich für diese Adsorption wie auch für die Beseitigung 
von Begleitstoffeu der Amylase nicht als recht geeignet erwies. Nach Entfernung 
des Trypsins versuchten wir die Amylase mit Tonerde B zu fraktionieren. Diese 
nahm zunächst nichts vom Enzym auf, aber aus der abzentrifugierten Lösung adsor- 
bierte [25] eine neue Menge der Tonerde die Amylase mit A.W. 5,7. Mit viel 
mehr Adsorbens fiel die Fraktionierung so aus, daß der Adsorptionswert der Tonerde 
bei der Vorfraktion 3 betmg und in der Restlösung auf 6,7 anstieg. 

150 ccm Glycerinauüzug von Pankrea.sprü]je 3 wurden unter Zusatz von 75<3 ccm Wasser 
geklärt ; die Adsorption der Lipase bewirkten wir nach Ansäuern mit 1 2 ccm n-Essigsäure durch 
220 ccm Tonerde (3,645 g AIZO3). 100 ccm der Restlösung, die im ganzen 1030 can betrug, 
befreiten wir nach dein angegebenen Verfahren von Trypsin. Die erlialtene enzymatisch ein- 
heitliche, neutralisierte I<ösung wies in 100 ccm noch 12,7 Am.E. auf. 

IO ccm von dieser (1,27 Am.E.) unterwarfen wir einer Vorbehandlung mit a) 1,0, b) 3,0 ccm 
Tonerde B {0,0344 und 0,103 g AI2Ü3) und gewannen Mutterlaugen mit (Gehalten von a) 1,26, 
b) 0,96 Am.E., entspr. Adsorptionen von o und 24%, also A.W. der Tonerde von o und 3,0. 
Bei weiterer Adsorption von a) 9,5, b) 10,5 ccin der Mutterlaugen (1,14 und o,H8 Am.E.) mit 
je 2 ccin Tonerde B (0,0688 g AI2O3) blieben wieder a) 0,75, b) 0,42 Am.E. in den Restlösungen 
zurück. Diesmal sind also 34 und 52% Amylase adsor])iert worden, entsprechend A.W- 5,7 
und 6,7. 

Abnahme des Adsorptions wert es. In anderen Beispielen, bei Verwendung 
günstigerer Tonerdepräparate (C und B) für die ersten Adsorptionsvornahmen, zeigte 
die erhaltene Amylaselösung das entgegengesetzte Verhalten bei der Adsorption. 
Der Einfluß der adsorptionshemmenden Begleitstoffe trat hinter der Wirkung der 
Koadsorbentien zurück. Schon mit geringeren Mengen des Adsorbens ließ sich eine 
reichliche Vorfraktion der Amylase abtrennen, die Restlösung enthielt aber dann das 
Enzym in schlechter adsorbierbarem Zustand. 

Aus 170 ccm geklärtem Glycerinauszug trennten wir unter Ansäuern mit 1,7 ccm n-Essig- 
säure die Lipase ab a) mittels 60 ccm (1,026 g ALO3) einer anderen Darstellung von Tonerde C, 
b) mittels 36 ccm Tonerde B (1,237 g AUOj) und befreiten die Enzymlösung dann vom Trypsin. 
Je 20 ccm der enzymatisch einheitlichen, neutrahsierten Lösungen, die a) 5,37, b) 4,43 Am.E. 
eutliielten, wurden der Voradsorption durch 4,0 ccm Tonerde B (0,137 g ALO3) unterworfen. 
Die Mutterlaugen enthielten dann in je 22 ccm noch a) 2,62, b) 2,37 Am.E., entsprechend 
Adsorptionsgraden von 51 und 47 und den Adsorptioas werten a) 20,0, b) 15,0. Je 21 ccm der 
Mutterlaugen, a) 2,50, b) 2,26 Am.E. enthaltend, wurden erneut mit Tonerde behandelt, und 
zwar nochmals mit 2,0 ccm Sorte B (0,0688 g AI3O3). Nun hinterblieben in den Restlösungen 
noch a) 1,82 und b) 1,41 Am.E., entsprechend den Adsorptionsgraden 27 und [26] 38%. Der 
Adsorptionswert der Tonerde war also gesunken auf a) 9,9 und b) 12,4. 

Auf hören der Adsorbierbarkeit. Die Verarmung an den Koadsorbentien, 
die für die Adsorption der Amylase aus wäßriger Lösung unentbehrlich sind, kann 
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noch weiter gesteigert werden, nämlich so weit, daß eine Enzymlösung, aus der anfangs 
die Amylase von Tonerde gut adsorbiert wird, in der also keine adsorptionshemmenden 
Beimischungen zu beobachten sind, bei aufeinanderfolgenden Behandlungen mit An- 
teilen der Tonerde die Adsorbierbarkeit gänzlich einbüßt. Die Versuchsbedingungen 
sind dieselben wie in den voranstehenden Beispielen, nur das Präparat von Tonerde C 
(Analysenpräparat von Willstätter und Kraut), das zur Abtrennung der Eipase 
diente, war von günstigerer Wirkung. Es hat daher wenig Wahrscheinlichkeit, daß 
hier die adsorptionshemmenden Stoffe die Oberhand gewonnen haben. Diese würden 
doch die Adsorption schon in der ersten Fraktion stören. Die Erklärung dünkt uns 
wahrscheinlicher, daß die Eösung weniger von den Beimischungen enthält, die sich 
bei den Adsorptionen bemerkbar machen, wenig von den hemmenden und von den 
adsorptionsfördemden. Die Amylase ist dann, wenn auch von den für die Adsorption 
aus wäßrigem Medium erforderlichen Stoffen frei, doch noch nicht überhaupt von Koad- 
sorbentien frei. Denn von solchen Lösungen wird im folgenden Abschnitt gezeigt, 
daß sie auf Zusatz von Alkohol doch noch das Enzym an Aluminiunihydroxyd ab- 
geben. 

70 ccni von frischem Pankreasauszug wurden zur Klärung mit 350 ccm Wasser versetzt 
und nach Ansäuern mit 4 ccm n-Essigsäure durch Behandlung mit 132 ccm Tonerde C (1,67 g 
AUO3) von Lipase befreit. 

a) Aus 66 ccm der lipasefreien Lösung gewannen wir nach Abtrennung des Trypins mit 
Kaolin 71 ccm enzymatisch homogene, neutrale Rohlösung, enth. 10,5 Am. E. 7000111 von 
dieser wurden der Voradsorption mittels 7,0 ccm Tonerde B {0,240 g AI2O3) unterworfen. Die 
Restlösung enthielt in 73 ccm noch 6,8 Am.E. Bas Adsorbens hatte also 35 % der Amylase 
aufgenommen, entspr. A.W. 15.0. Nach einer zweiten Einwirkung von 3,5 ccm der gleichen 
Touerdesorte fand sich in der Restlösnng noch das gesamte Enzym, nämlich 7,2 Ain.E. 

b) 100 ccm der Hpasefreien Lösung wurden ebenfalls vom Trypsin [27] befreit. Nach dem 
Neutralisieren enthielten 103 ccm noch 17,5 Am.E. Zur Voradsorption dienten 10,0 ccm Ton- 
erde B {0,344 g ALO3). Ba die Mutterlauge in 107 ccm 12,8 Am.E. anfwies, waren 27% der 
Amylase adsorbiert, daher A.W. = 13,7. 

Von dieser Lösung wurden 53 ccm mit 6,33 Am.tl nach Verdünnen mit 55 ccm Wasser 
weiter mit 5,0 ccm der Tonerde behandelt. Bie neue Rcstlösiuig zeigte in tu ccm noch den 
unveränderten Gehalt von 6,34 Am.E. 

IIL Adsorption aus wäßrig-alkoholischer Lösung. 

Die AdsoTjition der Amylase wurde in der dritten Arbeit zu präparativen Zwecken 
unter Zusatz von Alkohol und zwar mit einer Konzentration von 50 % vorgenommen. 
Während die veröffentlichten Beispiele (a. a. 0 . Tab. 8), da in ihnen auf looproz. 
Adsorption hingearbeitet wurde, nicht geeignet sind, den Einfluß des Alkohols er- 
kennen zu lassen, bestätigen die folgenden vergleichenden Versuche (Tab. 6) ohne 
Alkohol und mit Gehalten von 10, 40 und 50 %, daß der Zusatz von Alkohol zu höheren 
Adsorptionswerten sogar bei höheren Adsorptionsgraden führt. Man braucht zum 
Beispiel zur Adsorption von 70% des Enzyms siebenmal mehr Aluminiumhydroxyd 
in wäßriger als in 50 prozentig-alkoholischer Losung. Die Versuche Nr. i bis 7 wurden 
niit Tonerde A bei gleichen Konzentrationen an rohen Amylaselösungen aus gealtertem 
Pankreasauszug vorgenommen, die schon ohne Alkoholzusatz für die Adsorption 
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Tabelle 0. 


Einfluß von Alkoliol auf die Adsorption der Amylase, 
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[28] sehr geeignet uaren, die Versuche Nr. 8 und () mit Tonerde B an einer Ainylase- 
lösung aus frischem Pankreasauszug. 

Von größerem Interesse ist es, den Hinfliiß des Alkoliols in den extremen Fällen 
zu bestimmen, nämlich da, wo durch das Verfahren der Voradsorption die Amylase 
in den Zustand der Nichtadsorbierbarkeit oder der geringen Adsorbierbarkeit aus 
wäßrigem Medium gebracht ist. Hs zeigt sich, daß die FVaktionicniiig des Systems 
Amylase -f Begleitstoffe durch Voradsorption so geleitet werden kann (in konzen- 
trierter Eösnng), daß die in wäßrigem Medium nicht mehr adsorbierbare Amylase 
durch Zusatz von Alkohol gut adsorbierbar wird, und 


andererseits so (Voradsorption in verdünnter Lösung), 
daß die Amylase in alkoholischer Lösung gleich nied- 
rige Adsorptions werte wie in wäßriger ergibt. Daraus 
dürfte hervorgehen, daß verschiedene Koadsorbentien in 
wäßrigem und in alkoholischem Medium im vSpiele sind. 
Indessen hat man auch die Möglichkeit zu berücksich- 
tigen, daß das Verhalten des in Wasser nicht mehr ad- 
sorbierbaren, in Alkohol gut adsorbierbaren Enzyms 
schon das wahre Adsorptionsverhalten von reiner Amy- 
lase wäre. Aber dagegen spricht, daß im letzterwähnten 
Falle der Alkoholzusatz keine Steigerung des Adsorp- 
tionswertes herbeiführt. Hier scheinen [29] also doch 
die Koadsorbentien zu fehlen, die sonst in der alkoho- 
lischen Enzymlösung wirksam sind. Es wurde auch im 
Gang der Reinigung von Amylase beobachtet, daß beim 
Adsorbieren aus 5oproz. Alkohol, Eluieren und erneuter 
Adsorption unter gleichen Umständen die Asdorptions- 
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werte zurückgehen. 

Im vorigen Abschnitt wurde beschrieben, wie eine AmyLaselösung durch Vor- 
adsorption mit Tonerde die Adsorbierbarkeit einbüßte. Das Adsorptionsverhalten 
jenes Präparates vor der Reinigung und nach derselben wurde bei einer Alkohol- 
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kottzentration von 50 % geprüft. Der Adsorptionswert für die alkoholhalt^e Lösung 
stieg von 50 auf 98 bei ähnlichen Adsorptionsgraden ( 0 i und 67%). Die Ergebnisse 
sind in der Abb. 3 dargestellt ; die Adsorptionskurven zeigen, daß das Verhalten des 
Enzyms in ungemein veränderlicher Weise mit dem Adsorptionsverhalten der Be- 
gleitstoffe verknüpft ist. 

1. Beispiel. Im Beispiel b) von Abschnitt II, 3 war durch Reinigung mittels Voradsorption 
eine Amylaselösung gewonnen, die in 107 ccm 12,8 Am.E. enthielt. Je 53 ccm behandelten 
wir mit 5,0 ccm Tonerdesuspension B a) unter Verdünnung mit 55 ccm Wasser, b) mit 55 ccm 
absolutem Alkohol. Dann fanden sich in den Restlösungen a) 6,34 (das ist noch die ganze 
Menge), b) 0,48 Am.E. Aus der alkoholhaltigen I.Äsung waren also 93% vom Enzym mit 
A.W. = 34 adsorbiert. 

2. Beispiel. Im Versuch a) des Abschnitt II, 3 wurde durch Abtrennung einer Fraktion 
von 35 % Amylase eine Restlösung (6,8 Am.E. in 73 ccm) erhalten, die anTonerdeBgarkein 
Enzym abgab. Aus 200 can desselben lipasefreien Ausgangsniaterials gewamien wir im Parallel- 
versuche durch Voradsorption mit 20 ccm Tonerde B (0,6872 g) eine Restlösung, die in 220 ccm 
noch 30,8 Am.E. enthielt. Nach Verdünnen mit 230 ccm absolutem Alkohol wieder mit 20 ccm 
der Tonerdesuspensioii behandelt, lieferte sie eine Mutterlauge, die in 440 ccm noch 2,86 Am.E. 
aufwies. Die Adsorption hat also 91% und der Adsorptionswert 40,7 betragen. 

3. Beispiel. 4,0 Am.E. in 25 ccm Rohlösung wurden mit 25 ccm S/proz. Glycerin und 
a) mit 450, b) mit 415 ccm Wasser verdünnt. Die Fraktionierung durch Tonerde arfolgte also in 
viel größerer Verdünnung als in den ersten Beispielen. Zur Voradsorption dienten a) 7,3, b) 36,5 ccm 
Tonerde B (0,25 und 1,25 g Al 103), wodurch a) 50% und b) 75% Amylase adsorbiert wurden; 
A.W. 8,0 und 2,4. Die Restlösungen enthielten nämlich a) 2,0, b) 1,0 Am.E. 

Je 25 ccm der Restlösimg a) mit o,i Am.E., verdünnt mit a) 25 ccm [30] Wasser, ß) 2$ can 
Alkohol, unterwarfen wir der Adsorption mit 0,50 ccm Tonerde B. In 50 ccm der Mutterlaugen 
fanden sicli noch 0,052, ß) 0,043 Am.E. Bei Adsorptionsgraden von ä) 48, ß) 57% betrugen 
die Adsorptionswerte 2,8 und 3,3. 

Je 35 ccm der Restlösung b) mit 0,05 Am.E. verdünnten wir mit «) 25 ccm Wasser, ß) 25 ccm 
absolutem Alkohol und verwendeten zvu Adsorption je 0,50 ccm Tonerde B. Danach enthielten 
die Mutterlaugen noch a) 0,033, ß) ^.03 7 Am.E., die Adsorptionswerte betrugen daher 1,0 und 
0,8 bei Adsorptionsgraden von ä) 34 und ß) 26%. 

4. Beispiel. Eine schon durch Adsorption mit Tonerde gereinigte Eösung wurde durch Vor- 
adsorption mit Tonerde bei großer Verdünnung fraktioniert und dann zur Prüfung des Adsorptions- 
verhaltens mit und ohne Alkohol angewandt. Das Ausgangsniaterial war eine von Phosphor- 
säure befreite Elution mit einem Gehalt von 3,30 Am.E.; wir verdünnten sie unter Zusatz von 
IO ccm Glycerin mit 465 ccm Wasser. Zur Voradsorption dienten a) 4,0. b) 20 ß ccm Tonerde- 
suspension B, wodiucli 16 und 45 % Amylase mit Ad,sorptiotiswerten der Tonerde von 3,9 und 
2,2 abgetrennt wurden. 

a) 50 ccm RestlövSung (0,25 Am.E.), verdünnt mit a) 50 ccm Wasser, ß) 50 ccm absolutem 
Alkohol, wurden mit 1,00 ccm Tonerde B behandelt. In den Mutterlaugen hinterblieben «) 0,15, 

0,1 1 Am.E. Bei Adsorptionsgraden von 40 und 56 % waren die Adsorptionswerte 2,9 und 4,1. 

b) 50 ccm Restlösung (0,17 Am.-E.), verdümit mit «) 50 can Wasser, ß) 50 can absolutem 
Alkohol, wurden ebenfalls mit 1 ,0 ccm Tonerde B behandelt. Die Mutterlaugen enthielten noch 
a) 0.12, ß) 0.14 Am.E. Adsorptionsgrade a) 29, ß) 18%, A.W. 1,5 mid 0,9. 

In den Beispielen 3b und 4b steigerte also Alkoholzusatz die Adsorption nicht, 
in den Versuchen 3 a und 4 a nur in geringem Maße. 

IV. Uber die Steigerung des Reinheitsgrades. 

Die folgenden Versuche über den Reinheitsgrad der Amylase haben den Zweck, 
unsere früheren Angaben nachzuprüfen. Sie sind bestätigt worden. Die Bestimmung 
der Reinheitsgrade von Amylase wie von Lipase und von der in bezug auf Adsorptions- 
und Beständigkeitsverhältnisse enzymähnlichen Enterokinase unterscheiden sich leider 
von den Angaben über Saccharase in einer prinzipiellen und in einer technischen Be- 
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Ziehung ^ Die Saccharase liegt in der enzymatischen Konzentration, die [31] wir als 
Saccharasewert verzeichnen/ oft wirklich vor; die Angaben beziehen sich nämlich 
zumeist auf reine wäßrige Dösungen vom angegebenen Wirkungswert und Trocken- 
gewicht. Hingegen ist Amylase wie auch Dipase und Enterokinase in höheren Rein- 
heitsgraden so unbeständig, daß mit glycerinhaltigen Dösungen gearbeitet werden 
muß. Da bei der Dialyse die Wirksamkeit verloren wird, liegen also die. Präparate 
nur vor der Dialyse mit der angegebenen Wirksamkeit vor und zwar mit dem ver- 
zeichneten Trockengewicht + Glycerin + Elektrolyte. :Mit diesem wesentlichen Unter- 
schied in der Angabe betreffs der enzymatischen Konzentration hängt der technische 
Übelstand zusammen, der den Angaben über Amylase und die anderen unbeständigen 
Stoffe anhaftet. Die Bestimmung des Trockengewichts der dialysierten Dösung setzt 
voraus, daß weder durch undichte Stellen im Dialysator noch durch Überlaufen aus 
dem Dialysator noch durch Adsorption an der Membran desselben Verluste statt- 
finden. Weniger erheblich ist die Fehlerquelle, daß aus der Masse des Dialysators, 
in unseren Versuchen der sog. Fischblasen, verunreinigende Substanzen herausgelöst 
werden. Nicht nur, daß man sich durch sorgfältige Behandlung der Dialysatoren 
gegen diese Gefahr schützen kann, die Angaben würden dadurch auch nur nach der 
ungünstigen Seite hin entstellt. Die eine der beiden Verlustmöglichkeiten bei der 
Dialyse wird durch genaueste Kontrolle der sog. Fischblasen vor und nach der Dialyse 
mit DackmuslÖsung ausgeschaltet. Ausflockvingen, die an der Membran anhaften 
könnten, wurden bei den hier besprochenen Versuchen mit weitgehend gereinigten 
Dösungen nicht beobachtet. Immerhin bleiben diese Konzentrationsangaben aus den 
angeführten Gründen in besonderem Maße von der vSorgfalt und Genauigkeit der 
Versuchsausführung abhängig. 

Die Pankreasextrakte, von denen wir in dieser Arbeit ausgingen, waren zum 
Unterschied von den früher verwendeten frisch bereitet. Es ist wahrscheinlich, daß 
beim Altern der Pankreasausztige allmählich ein Abbau von Begleitstoffen eintritt, 
der auf die enzymatische Konzentration der Präparate günstig wirkt. Jedenfalls 
sind die nach einmaliger Adsorption [32] neuerdings erhaltenen Aniylasewcrte (29, 25, 
30) weniger günstig als in dem veröffentlichten Beispiel (64) ; sie sind ähnlich dem 
früheren Werte (26) für die enzymatisch homogene Amylaselösung vor der letzten 
Reinigung durch Adsorption. Erst durch eine Wiederholung des Verfahrens der 
Adsorption mit Tonerde aus wäßrig-alkoholischer Lösung ist ein ebenso günstiger 
Wert (62) und namentlich dieselbe Abtrennung der mit qualitativen Reaktionen nach- 
weisbaren Begleitstoffe (Proteine, Kohlehydrate) erreicht worden. 

Die systematische Anwendung der Adsorptionsmethode stößt liier auf die Schwie- 
rigkeit, daß die Adsorbierbarkeit der Amylase an Tonerde im Laufe der Reinigung 
abnimmt. Man sollte geeignetere Adsorbentien, vermutlich stärker basische, suchen. 

' Vgl. die Angaben über Dialvse in den früheren Arbeiten. Diese Zs. Bei. 1 25. S. 193 (Lipase) ; 
Bd. 126, S. 167 (Amylase); Bd. 132, S. 234 (Enterokinase); Bd. 123. S. 31 und Bd. 133. S. 216 
(Invertin) {Abh. 8g, 90, 92. 48, 50). 
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Da in wäßrigem Medium nach einmaliger Adsorption der Adsorptionswert für höhere 
Adsorptionsgrade ungünstig für präparative Zwecke wird, halten wir es für ratsam, 
das Enzym durch Voradsorption und durch Adsorption aus wäßriger Losung bei 
großer Verdünnung sowie durch Adsorption bei Oegenwart von Alkohol zu reinigen. 
Auch wird man wohl besser mit gealterten Auszügen der Drüse arbeiten. 

Die folgenden Beispiele lieferten das Material für die Konzentrationsbestimmungen 
und die qualitativen Proben (auf Eiweiß usw.). 

1. Beispiel. Einmalige Adsor]:)tion aus alkoholhaltiger Lösung. 

50 ccm Glycerinauszug, geklärt mit 25000111 WavSvSer, wurden nach Ansäuern mit 4,0 ccm 
n-EvSsigsäure durch 9600111 Tonerde C {1,215 g AhOü von Lipase befreit. Die Aniylaselösung 
enthielt dann in 300 ccm 81,0 Einheiten. Die Entfernung des Trypsins geschah durch zwei- 
malige Einwirkung von je 3,321 g salzsäurebehandeltem Kaolin auf die angesäuerte Lösung; die 
Trypsinmutterlauge, neutralisiert und durch Kieselgur geklärt, enthielt noch 63.0 Am.E. in 
300 ccm (Ausbeute 78%). Daraus wurde nach Verdünnen mit 300 ccm absolutem Alkohol die 
Amylase mit 4000111 Tonerde B (1,374g) zu 90% aufgenommen. In der aus dem Adsorbate 
durch 200 ccm glyceriiilialtiges 273'hasisches Aminonphasphat^ gewonnenen Elution fand man 
noch 39.0 Am.E.^. 

[33] Bei der Ausfälhnig der Phasphorsäure in Gegenwart von Glycerin ist es zur Vermeidung 
größerer Enz5miverlu.ste zweckmäßig, i^or Zusatz der Magncsiaiiiischung die Flüssigkeit mit 
Wasser so zu verdünnen, daß der Glyceringehalt 22 % nicht überschreitet. 

Die Menge des Enzyms verminderte sich bei der Entfernung der Phasphorsäure mit Magnesia- 
mischung auf 36,7 Am.E. Nach der Dialyse in sog. Fischblasen gegen fließendes destiUiertes 
Wasser, die bei ständigem langsamem Rühren mit Kohlensäure 7 Tage beanspruchte, hintcr- 
heßen 275 ccm phosphat freier Elution, 33,9 Am.E. enthaltend, einen Trockenrückstand von 

11.7 mg. Daraus ergibt sich der Aniylasewert 29,0. 

2. Beispiel. Einmalige Adsorption aus wäßriger Lösung. 

Aus 400 ccm neutraler, enzymatisch einlieit lieber Rohlösung mit 63,0 Am.E. nahm man 
mit 150 ccin Tonerde B (5,154 g AI2O3) 36,0 Am.E. auf, d. i. 57 % vom Enzym. In der von Pho.s- 
phat befreiten und neutralisierten Elution fanden sich noch 31,7 Am.E. in 560 ccm. Da bei noch- 
maliger Einwirkung von T 50 ccm der . Tonerde auf die Hälfte der EHition nur noch 38%, näm- 
lich 6.0 Am.E., aufgenomnieii wurden und da sich in der Elution aus diesem Adsorbat nur 
4,4 Am.E. wiederfanden, begnügten wir uns mit der Kennzeichnung des Reinheitsgrades in 
der ersten Elution. 280 ccm von dieser (15,9 Am.E.) hi literließen nach genügend lang dauernder 
Dialyse 6,3 mg Trockengewicht, entsprechend dem Aniylasewert 25,2. 

3. Beispiel. Reinigung durch Voradsorption, danach einmalige Adsorption aus 
alkoholhaltiger Lösung. 

200 ccm neutrale, schon enzymatisch einiieitliche Amylaselösung wurden einer Vora<lsorp- 
tion durch 20 ccm Tonerde B (0,6872 g A]j03) unter^vorfen ; in der Mutterlauge hinterblicben 

30.8 Am.E. Diese adsorbierte man nach Zusatz von 230 ccm 96proz. Alkohol mit weiteren 
20 ccm der Tonerde so, daß die Restlösung nur noch y % vom Enzym enthielt. Aus dem Adsorbat 
eluierten 100 ccm glycerinhaltiges Ammonphosphat 22,3 Einheiten, die sich bei der Beseitigung 
der Phosphorsäure auf 20,5 (in 154 ccm) verminderten. Aus 140 ccm der phosphat freien Lösung, 
also 18,7 Am.-E., wurden nach / tägiger Dialyse 6,2 mg Rückstand erhalten. Der Amylasewert 
betrug also 30,1. 


^ Das in der 2. und 3. Arbeit angewendete Elucns war nicht 2V3', sondern 2V3-basisches 
Ammonphosphat; vgl. Diese Zs. Bd. 132, S. 229 [1923/24]. 

' ln der 3. Abhandlung wiesen wir auf die Mi^lichkeit hin, daß an TJngenauigkeiten der 
Amylasel^estimmung (Titration der Maltose mit Hypojodit) der Gehalt der Lösungen an Ammon- 
salzen Schuld trüge. Die Nachprüfui^ der Bestimmung hat aber ergeben, daß die Gegenwart 
von Ammonsalzen keinen merklichen Fehler bedingt. 
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4. Beispiel, Wiederholte Adsorption aus alkoholhaltiger Bösung. 

275 ccm einer geimi nach Beispiel i bereiteten phospliatfreien Elution mit 33,0 Am. E, 
(0,030 ccm, IO Minuten: 14,9 mg Maltose, cntspr. k =- 0.0036) unterwarfen wir iiacli Vermischen 
mit 286 ccm pbproz. [34] Alkohol der Adsorption durch 80 ccm Tonerde B (2,748 g AUO-,)- 
der Restlösung blieben noch 6,1 Am.E. (o.io ccm, 10 Minuten: 4,3 mg Maltose, entspr. k 0,0010) 
oder 18% zurück. Die mit Aiiimonpliosphat gewonnene Elution enthielt 25,2 (0,020 ccm, 10 Mi* 
nuten: 12,5 mg IMaltosc, entspr. h — 0,00^0), nach Ausfällung der Phospliorsäure 21,2 Am.E. 
(0,030 ccm, IO ^fimiten: 8, 9 mg Maltose, entspr. h 0,0021). Der 7 tägigen Dialyse unterwarfen 
wir 275 cem mit 19,3 Am.E, und isolierten 3,1 mg Trookenrückstaud. cnt.spreclicnd dem Amylase- 
wert 62,2. 

Das Amylasepräparat vom Beispiel i gab eine nur schwach positive, vom Beispiel 3 
eine negative Millonprobc, erstcrcs aber stark blau violette, letzteres auch eine deut- 
liche Ninhydrinreaktion. Nach dem stark positiven Ergebnis der Reaktion von 
^lolisch enthielten die beiden Präparate noch Kohlehydrat in merklicher Menge. 

Bei der Prüfung des besten Präparates (Beispiel 4, AmAV. 62) dienten für jede 
Probe 0,6 mg in i ccm. Dieses Ainylasepräparat war viel reiner, auch löste sich der 
Trockenrückstand in Wasser klar auf. Beim Kochen mit dem Reagens von Millon 
trat weder Färbung noch Trübung auf, aucli die Ninh3^drinreaktion war völlig negativ. 
Xiir die Reaktion von ]\IoIisch schwach positiv, deutete, wie bei dem besten ITä- 
parate unserer früheren Arbeit, noch eine spurenweise Beimischung von Kohle- 
h^^drat an. 
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99. ZUR KENNTNIS DER ENTEROKINASE, 

Von Ernst Waldschmidt- Leitz. 

XI. Abhandlung über Pankreasenzyme^ 
von Richard Willstätter und Mitarbeitern. 

(Aus dem Chemischen I/aboratorhuii der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 25. Oktober 1924.) 

Einleitung. 

In der fünften Abhandlung dieser Reihe ist der Nachweis geführt worden, daß 
die Wirkung der Enterokinase auf Trypsin nicht, wie vielfach angenommen^ als 
enzymatischer Prozeß, sondern als ein einfacher, spezifischer Aktivierungsvorgang 
aufzufassen ist; diese Anschauung leitete sich ab aus der Erkenntnis von den stöchio- 
metrischen Beziehungen zwischen Kinase und Trypsin und sic bestätigte sich, als es 
mit Hilfe von Adsorptionsmitteln gelang, Enzym und Aktivator auch nach erfolgter 
Aktivierung wieder zu trennen. Diese Resultate führten zu der Auffassung, • „daß 
es sich bei der Reaktion zwischen Trypsin und Kinase nicht um die Bildung einer 
festen Verbindung, sondern vielmehr eines lockeren Additions- oder Adsorptions- 
produktes handelt“, das indessen nur für die Hydrolyse bestimmter Substrate, nämlich 
der genuinen Proteine und ihrer höheren Abbauprodukte spezifisch zu sein scheint. 
Ähnhch haben R. Willstätter und W. Grassmann 3 die [218] Aktivierung einer 
pflanzlichen Protease, des Papains, durch Blausäure beschrieben und verstanden. 

Die gewonnene Erkenntnis von der Natur der Enterokinasewirkung stellte zu- 
gleich die Aufgabe, die präparative Reinigung des Aktivators anzustreben und seine 
Eigenschaften zu beschreiben. Die vorliegende Abhandlung bereiset diese Aufgabe 
vor und sie vermittelt ein vorläufiges Bild von dem Verhalten und den Merkmalen 
des Aktivators. Das angewandte Verfahren der Reinigung, das sich einer Anzahl 
von Fällungs- und Adsorptionsvornahmen bedient, hat im besten Beispiel zu einer 

^ Vgl. die 5. Abhandlimg dieser Reihe, Diese Zs. Bd. 132, S. 181 [1923/24] {Abh, 92). 

’ Siehe hierzu vor allem W. M. Bayliss und E. H. Sxarling, JL of Physiol. Bd. 30, S. 61 
[1904]; Bd. 32, S. 129 [1905]. 

3 Diese Zs. Bd, 138, S. 184, und zwar S. 186 [1924] {Ahh. iiy). 
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etwa 100 fachen Konzentrationssteigening des Aktivators geführt {Präparat, gekcnn- 
zeichnet durch den Kinasewert 96,3). 

Dabei hat es sich gezeigt, daß das Verhalten der Enterokinase bei der Reinigung 
sowohl wie die beobachteten Eigenschaften reinerer Lösungen eine auffallende Ähnlich- 
keit mit denen enzymatischer Stoffe erkennen lassen. Es ist sehr beachtenswert, 
daß die Enterokinase, deren Wirkungsweise als nicht enzymatischer Natur erkannt 
wurde, in so vielen ihrer Eigenschaften an Enzyme erinnert. Zwar haben ja vor allem 
die Untersuchungen der WILLST ATTERschen Schule erwiesen, daß die meisten der den 
Enzymen als charakteristisch zugeschriebenen Reaktionen auf den Einfluß von Begleit- 
stoffen zurückzuführen sind'; allein die Fähigkeit zur Bildung solcher in ihrem Ver- 
halten sehr ähnlicher Assoziationsprodukte mit begleitenden .Stoffen, durch die das 
wahre Verhalten des reinen Stoffes entstellt wird, ist es gerade, die die Enterokinase 
mit enzymatischen Stoffen teilt. Dies tritt beispielsweise bei der Einwirkung ge- 
wisser Fällungs- und Adsorptionsraittel in Erscheinung; es hat sich gezeigt, daß viele 
der für die Kinase in roherem Zustand charakteristischen Reaktionen im Laufe der 
Reinigung verschwinden, .ßo bleibt es auch ungewiß, ob die auch in den bisher reinsten 
Lösungen beobachteten Fällungsreaktionen (wie durch Uraiisalz und durch Gerb- 
säure) sowie die Adsorbierbarkeit durch Tonerde und durch Kaolin dem Aktivator 
selbst eigentümlich sind. Die mitgeteilten [219] Beobachtungen beschreiben noch 
nicht das Verhalten des reinen Stoffes selbst; es ist noch nicht gelungen, die Entero- 
kinase, der man sicherheh eine gewisse Affinität zu den spezifi,schen Substraten des 
Trypsin-Kinase-Komplexes zusprechen darf, frei von Proteinsubstanz zu erhaltem 
So wäre es denkbar, daß manche der beschnebenen Merkmale noch auf den Einf u 
solcher Begleitstoffe zurückzuführen sind. Hierüber Aufschluß zu geben wäre die 
Aufgabe für eine Weiterführung der präparativen Methodik. 

Auch die Abnahme der Beständigkeit des Aktivators in reinerer Losung, am 
ausgeprägtesten unter dem Einfluß alkalischer Mittel, erinnert an das Verhalten vieler 
Enzyme; sie läßt sich auch hier, wie schon für Lipase-) undfür Amylase') aus Pankreas 
beschrieben, durch Zusatz von Glycerin einschränken. Und nicht minder schein 
auch die Temperaturempfindlichkeit der Kinase, die unabhängig vom Reinheitsgrad 
schon bei 50“ rascher Zerstörung unterliegt, auf eine labile enzyniahnhche .Struktur 

hinzuweisen. 

I. Zur Bestimmung der Kinase. 

Die stöchiometrischen Beziehungen zwischen Enterokinase und Trypsin Mh^ 
zu einer einfachen Bestimmungsmethode für den Aktivator; man 
bestimmten Menge inaktiven Trypsins erteilten proteolytischen Wirkungen z. B. 

^ n "e. -5. n. und zwar S. .53 

WmtStATIER. E, WAir-SCHMioT-LEiTZ und A. R. F. HESSE, Diese Zs, Bd. ,26. S. 143. 
und zwar S. i6i 
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gegenüber Gelatine. Der Vei^leich wird indessen unsicher, wenn den Messungen 
Enzympräparate, beispielsweise frisch getrocknete Pankreasdrüsen, von ungleicher 
Vorgeschichte und wechselnder Zusammensetzung zugrunde liegen. „Die Drüse ent- 
hält und bildet nämlich", wie in der 5. Abhandlung belegt wurdet „in wechselnden 
Mengen Stoffe, welche der Aktivierung durch Kinase entgegenwirkeii". So erfordert ein 
wechselnder Gehalt des Bnzymmaterials an aktivierungshemmenden Stoffen [220] zur 
Erzielung des nämlichen Aktivierungsgrades verschiedene Mengen Aktivator. 

Die vorliegende Untersuchung beginnt mit dem Versuch, die Störungen in der 
Vergleichbarkeit verschiedener Drüsenpräparate mit der Anwendung eines Über- 
schusses an hemmenden Drüseninhaltsstof feil, also mittels „ausgleichender Hemmung" 
zu überwinden. Während, wie früher beschrieben, durch die Einwirkung größerer 
Mengen mehrwertiger Alkohole ein Ausgleich der Hemmung sich nicht erreichen ließ, 
gelingt es auf diesem Wege in der Tat, die Aktivierungswerte zweier hinsichtlich 
ihres Aktivierungsganges stark differierender Drüsenproben einander weitgehend an- 
zugleichen. Tab. I veranschaulicht den Aktivierungsgang der beiden Proben für sich 
und nach ^/^stündiger Einwirkung eines an Hemmungsstoffen reichen Drüsenauszugs; 
diesen gewann man ähnlich dem in der 5. Abhandlung (Kap. III, Vers. 2) beschriebenen 
Beispiel durch 7 tägige Extraktion frisch getrockneter Pankreasdrüsen mit 16 Teilen 
thymolhaltigen Wassers. Für die Messung der tryptischen Wirkung diente das früher 
(5. Abh., Kap. I, Absclin. 3) angegebene Verfahren. 

Tabelle i. 

Ausgleichende Hemmung durch Drüseninhaltsstoffc. 

{0,062 g Drüse, 7 sStündige Einwirkung der Kinaselösung, verdünnt auf 2 ccm, 30°: 

Angaben bedeuten Aciditäts Zuwachs in ccm o,2n-KOH). 


Kiuaseauszug 

ccm 

olme Zusatz 

mit 

1,0 ccm Hemmungaextrakt 

Probe 

XIV 1 X 

XIV 

Probe 

‘ X 

0.00 

0,19 

0,34 

0-32 

0.36 

0,01 

— 

: 0,50 

0,43 ^ 

0,43 

0,02 

0-59 

0,78 

0,53 i 

— 

0,03 

0,64 

i 0,88 

0,65 ! 

0,62 

0,04 

0,70 

0,96 

0,73 

0.75 

0,05 

— 

; „ 

0,85 

0,89 

0,10 

1,07 

1,12 

1,04 

r,o6 


Für eine praktische Anwendung zur Bestimmung der Enterokinase erscheint 
diese Methode ausgleichender Hemmung [221] indessen wenig geeignet. Nicht nur, 
daß es bisher nicht gelungen ist, Lösungen der hemmenden Stoffe frei von tryptischer 
Eigenwirkung zu bereiten, auch die Empfindlichkeit der Messungen nimmt, wie aus 
der Tabelle hervorgeht, insbesondere für den Bereich niederer Aktivierungsgrade 
erheblich ab; zudem würde es für eine Verallgemeinerung der Methode erforderlich 
sein, Menge und Art der angewandten Hemmungskörper genau zu definieren. Es 
schien daher zweckmäßiger, auch für die vorliegende Untersuchung die bereits in 


3 A.a. 0 . S. 187. 
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Kap. IV, Abschn. i der 5. Abhandlung niitgeteilte und als ,, vorläufig“ charakterisierte 
Bestimmungs weise beizubehalten, der die Aktivierung eines bestimmten, geeigneten 
Trypsinmaterials, der Pankreasprobe XIV, zugrunde liegt. Auch hat es sich gezeigt, 
daß das Verhalten dieses Drüsenpräparates bei der Aktivierung durch Kinase, wie 
aus Tab. 2 ersichtlich, auch nach nionatclanger Aufbewahrung keine merklichen Ver- 
änderungen aufwies. Auch die vorliegende Arbeit bedient sich daher zur Beschreibung 
des präparativen Verhaltens der in der 5. Abhandlung gegebenen ^laße’ für Menge 
und Konzentration des Aktivators. 


Tabelle 2. 

Kinaseiiieiige und tryptisclie Wirkung von Pankroasprobe XIV. 
(0,062 g Drüse; Angaben in ceiu 0,2 n-KOH.) 


Datum 
des Versuchs 

0,00 

0,02 

KiiiLiselüstm;^ (ceiii) 

. 0,04 o,ü<) ! 

0,08 ; 

0,10 

23. VII. 1923 

0,19 

0,56 

0,71 

o,(K) 

] .04 

r,io 

13. XI. 1923 

0, 1 6 

^ 0.57 

<^74 

o,8S 

I ,oK 

1 ,09 

26. n. 1924 

0,19 

o, 5 <^ 

0.70 

0 ,DI 

1.04 

i />7 


II. Verhalten der Kn t e r u k i 11 a s e gegen Päll un gsni i t tel. 

Zur Darstellung der Kinaselösungen. Als Ausgangsmaterial diente in der 
vorliegenden Arbeit ein Sammelpräparat aus getrockneter Darmschlcimhaut von 
Schweinen, dessen Darstellung sich bereits in der 5. Abhandlung (Kap. II, Abschn. i) 
beschrieben findet. Der Kinasegehalt des Präparats blieb [222] während der ganzen 
Dauer der Untersuchung annähernd konstant, er entsprach dem Kinasewert I,i6; 
dagegen ließ sich die anfänglich beobachtete, geringfügige hydrolytische Wirkung 
des Präparats gegenüber Pepton schon nach kurzer Aufbewahrungsdauer nicht mehr 
nach weisen, offenbar infolge einer Zerstörung des ereptischen Enzyms. Auch bei 
längerer Digestion des trockenen Materials mit Wasser beobachtete man keine Änderung 
des Aktivierungsvermögens, eine Bildung des Aktivators aus Bestandteilen der Schleim- 
haut, so wie sie für die Pankreasdrüse nachgewiesen wurdet), scheint danach nicht 
einzutreten. 

Versuch i. 0,3 111g der Saminelproljc erteilten 0,062 g der Drüsenprobe XIV a) sogleich 
nach der Darstellung, b) nach 5, c) nach ti Monaten tryptische Wirkung entsprechend einer 
Aciditatszunahnie von a) 0,51. h) 0,53 und c) 0,53 ccm 0,2 n-KOH und einem Gehalt von a) 0,33, 
b) und c) 0,35 k.-e. 

Versuch 2. 0,3 mg der Probe digerierte man mit 2,0 ccni Thymolwasser a) 3, b) 22, c) 47 Stun- 
den bei 30° und bestimmte dann ihre Wirkung auf 0,062 g der Probe XIV ; sie entsprach einer 
Aciditätszunahme von a) 0,55, b) 0,54, c) 0,53 ccin 0,2 n-KOH und einem Gehalte von a) 0,38, 
b) 0,36 und c) 0,35 k.-e. 

Es sei an dieser Stelle erwähnt, daß es nicht gelang, inaktives Trypsinmaterial 
durch die Einwirkung autolytischer Extrakte aus einer Reihe getrockneter Organe, 
so von Leber, MÜz und Niere, in meßbarem Maße zu aktivieren. Die in Kap. III der 
5. Abhandlung beschriebene Bildung von Aktivator in der Pankreasdrüse selbst ist 

* A. a. O. S. 226. ') A. a. O. S. 2 18 ff. 
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demnach als ein spezifischer Vorgang anzusehen, der auf der Veränderung eines be- 
stimmten und eigenartigen Drüsenbestandteiles beruht. 

Versuch 3. Je 2,0 g Trockenpulver, gewonnen nach dem von R. WielstäTTER und E. Wai,d- 
SCHMtdT-IvEITZ* angegebenen Verfahren mittels Aceton und Äther a) aus I^ber, b) aus Milz, 
c) aus Niere vom Schwein, überließ man 24 Stunden bei 30° der Autolyse nach Zusatz von 64 ccm 
Thymolwasser; je 2,0 ccm des filtrierten Auszugs ließ man darauf während 30 Minuten bei 30° 
auf 0,062 g der Pankreasprobe XIV einwirken und bestimmte dann deren tryptisclie Wirkung 
gegenüber [223] Gelatine; sie entsprach a) 0,18, b) 0,15 und c) 0,16 ccm o,2n-Lauge, eine Akti- 
vierung war also nicht zu erkennen. 

In den Versuchen der vorausgehenden Abhandlung bewirkte man die Extraktion 
der Enterokinase aus der getrockneten Darmschleimhaut durch 20- bis 40stündige 
Einwirkung verdünnten (0,04 n-) wäßrigen Ammoniaks. Es hat sich auf Grund ver- 
gleichender Beobachtungen als zweckmäßiger erwiesen, die Dauer der Extraktion 
wesentlich abzuktirzen bei etwas erhöhter Konzentration des Lösungsmittels; so emp- 
fiehlt sich beispielsweise eine dreistündige Behandlung mit etwa 0,05 n- Ammoniak- 
lösung, und zwar mit je 50 ccm für i g des Trockenmaterials. Die Kinase läßt sich 
der Schleimhaut unter diesen Bedingungen in guter Ausbeute entziehen, man findet 
den Reinheitsgrad in den gewonnenen Auszügen günstiger als bei längerer Extraktion ; 
der aus dem Trockenrückstand der Auszüge ermittelte Kinasewert schwankte in einer 
größeren Anzahl von Beispielen zwischen 2,9 und 3,5 bei einer Ausbeute an Aktivator 
von 73 bis 98, in der Regel 90%. 

Die geringe Beständigkeit der Kinase in alkalischen Mitteln, für die sich bereits 
in der 5. Abhandlung Belege finden'), verbietet die Verwendung höherer Alkalikonzen- 
trationen als der angegebenen für den Zweck der Extraktion. Aus eben diesem Grunde 
ist es angebracht, die Auszüge alsbald nach der Darstellung vom überschüssigen 
Ammoniak zu befreien ; man unterwirft sie zum Beispiel in einem Abdampf apparate 
nach Faust-Heim der Einwirkung eines auf 30 bis 35° erwärmten Luftstromes bis 
zum Verschwinden der alkalischen Reaktion. Unter diesen Bedingungen ließen sich 
die Extrakte ohne meßbare Einbuße an wirksamer Substanz auch bis zur Trockne 
eindampfen, die klare wäßrige Lösung des Trockenrückstandes zeigte noch die volle 
ursprüngliche Aktivität. 

Versuch 4. 10,0 ccm eines 0,05 n-ammotiiakalisclien Auszugs aus getrockneter Schleimhaut, 
enth. 172,5 k.-e. (0,04 ccm: 0,72 ccm o,2n-Lauge: 0,69 k.-e.), engte man im Abdampfapparate 
bei 32° zur Trockne ein; die klare wäßrige Lösung des Trockenrückstands enthielt in 10,0 ccni 
noch 176,7 k.-e. (0,03 ccm; 0,63 ccm o,2n-Iyauge: 0,53 k.-e.). 

[224] Vorreinigung durch Fällung mit Säure, Die rohen Kinaseauszüge 
unterwirft man zunächst, wie in der 5- Abhandlung (Kap. IV, Abschn. 3) beschrieben, 
einer Behandlung mit verdünnter Essigsäure, die einen Teil der Begleitstoffe nieder- 
zuschlagen erlaubt, ohne daß die Fällung viel vom Aktivator enthielte. Die Ausbeute 
an Kinase in den Mutterlaugen der Essigsäurefällung bewegte sich gewöhnlich zwischen 
89 und 98 % ; die Konzentrationssteigerung des Aktivators war indessen nicht sehr 
erheblich, der Kinasewert stieg in einem Beispiel yon 3,3 auf 4,1. 

* Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar S. 150 [1922/23]. 

*) A. a. 0 . S. 228. 
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Versuch 5. 10,0 ccm einer von Ammoniak befreiten rohen Kinaselösuug, enth. 226 k.-e. 
(0,03 ccni: 0,71 Cdii o,2n-I^auge: 0,68 k.-e.) und 0,0686 g Trockenrückstand (entspr. K.W. 
— 3 ^ 3 ). versetzte man mit 0,50 ccm n-Essigsäure ; in 10,0 ccm der mittels der Zentrifuge vom 
Niedersclilage getrennten Mutterlauge fanden sich noch 216 k.-e. (0,02 ccm: 0,58 ccm 0,2 n-Tauge: 
0,43 k.-e.), d. 1. 96%, und die Ivösung enthielt noch 0,0528 g Trockenrückstand, entsprechend 
dem Kinasewert 4,1. 

Fällung des Rohauszugs durch Metallsalze. Die sauren Mutterlaugen 
der Essigsäurefällung, die noch große Mengen von Verunreinigungen enthalten, geben 
mit einer Anzahl von Metallsalzlösungen Niederschläge, welche wechselnde Anteile 
des Aktivators mit sich führen. Auf das Verhalten der Kinase in den Rohlösungen 
bei Zusatz von Quecksilberchlorid ist bereits in der 5. Abhandlung hingewiesen worden' ; 
die mit diesem Reagens beobachtete Fällung ist ihrer Menge nach nicht sehr erheblich 
und sie enthält nur einen mäßigen Bruchteil des Aktivators, nämlich zwischen 10 
und 30% (Versuch 6). Wesentlich größere Kinaseanteile finden sich in den durch 
Eisen- und durch Bleisalze gebildeten Niederschlägen, allein die Fällung des Aktivators 
bleibt auch hier in allen Fällen unvollständig und seine Elution gelingt nur mit wenig 
befriedigender Ausbeute, ungenügend für eine präparative Verwertung (Versuche 7 
und 8). Offenbar ist bei den vorliegenden Reaktionen die Fällbarkeit eines Teils der 
Enterokinase nur durch Adsorption an niedergeschlagene Begleitstoffe bedingt; ihre 
Bedeutung für den Ausfall von Fällungsreaktionen ist [225] zuerst am Beispiel des 
Invertins aus Hefe') eingehender beschrieben worden. 

Versuch 6. Fällung mit Sublimat. 10,0 ccm einer Mutterlauge der Fssigsäurcfällung mit 
2i6k.-e. (0,02 ccm : 0,58 ccm o,2n-Lauge: 0,43 k.-e.) versetzte man zur vollständigen Fällung 
mit r,o ccm einer iproz. Lösung von Quecksilberchlorid; die vom Niederschlage durch scharfes 
Zentrifugieren getrennte Mutterlauge enthielt in n ccm noch 190 k.-e., d. i. 88% (0,04 ccm: 
0,72 ccm 0,2 n -Lauge: 0,69 k.-e.). 

Versuch 7. Fällung mit Eisensalz. 10,0 ccni der essigsauren Au.sgang.slösung des Versuchs 6 
(enth. 216 k.-e.) fällte man mit a) 0.5, b) 1,0, c) 1,5 ccm einer 2proz. Iä)sung von Monceldschcni 
Salz (ferrmn subsuUuricuni) ; in der Mutterlauge fanden sich noch a) 77 (0,05 ccni: 0,53 ccm 
o,2n-Lauge: 0,35 k.-e.), b) 76 (0,05 ccni: 0,52 ccm o,2n-Laiige: 0,33 k.-e.), c) 60 k.-e. (0,05 ccm: 
0,44 ccm o,2n-Lauge: 0,25 k.-c.), d. i. 35 bzw. 35 bzw. 28%. Aus dem Niederschlag eluierte 
man durch a) iü,o ccmi o,o5n'NH3 (20 % Glycerin enth.), b) in.occm glycerinhaltiges 2 Vs-basisches 
Aiimionphosphat noch a) 20 (0,05 ccm: 0,30 ccm o,2n-Lauge: o,iük.-e.), b) 46 k.-e. (0,05 ccm: 
0,42 ccm o,2n-Lauge: 0,23 k.-e.), die Elutionsaiisbeute betrug also nur a) 9 und b) 21% der 
Ausgangslösung. 

Versuch 8. Fällung mit Bleisalz. Je 10,0 ccm essigsaurer Kohlösung mit einem Gehalte 
von 210 k.-e. (0,03 ccm: 0,69 ccm o,2n-Lauge: 0,63 k.-e.) wurden mit a) 0,20, b) 0,40, c) 0,60 
und d) 1,00 ccm {ausreichend zur vollständigen Fällung) 2proz. Bleiessig läsung und mit e) 1,10 ccm 
2proz, Bleizuckerlösung (von der 1,0 ccm zu vollständiger Fällung genügte) versetzt. Die in 
der Mutterlauge verbliebene Kinasemenge belief sich auf a) 136, b) 128, c) 1 17, d) 1 15 und e) 81 k.-e,, 
entsprechend a}65, b)6i, c)56, d)55 und e) 39%. In der aus dem Niedenschlage durch Be- 
handlung mit 13,0 ccm 0,77 proz. Diamrnoiiphosphat gewonnenen Elution fanden sich d) 81 
und e) 86 k.-e. oder 39 bzw. 41 % vom Gehalte der Ausgangslösung. 

Von größerer präparativer Bedeutung ist das Verhalten der Enterokinase gegen- 
über Uranylacetat; es gelingt mit diesem Mittel leicht, den Aktivator aus den rohen 
Lösungen nahezu in seiner ganzen Menge niederzuschlagen. Für diese Fällbarkeit 

' a. a. 0 . S. 231. 

*) R. WihnSTÄLTER, J. Graser und R. KüH.v, Diese Zs. Bd. 123, vS. i, und zwar S. 9 [19-^2]. 
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durch Uransalz, die schon in der 5. Abhandlung belegt wurde ^ sollen hier zwei weitere 
Beispiele angeführt werden. 

[2263 Versuch 9. io,ö ccm essigsaurer Rohlösimg (enth. 216 k.-e.) versetzte man mit a) 1,0, 
b) 1,2 ccm 2proz. I^ösung von Uranylacetat und bestimmte die mittels der Zentrifuge al^etjennte 
Mutterlauge; sie enthielt in a) 11,0, b) 11,2 ccm noch a) 43 (0,10 ccm: 0.55 ccm o,2n-Lauge: 
0,39 k.-e.), b) 18 k.-e. (0,10 ccm: 0,36 ccm o,2n-Iyauge: 0,16 k.-e.), d. i. 20 bzw. 8%. 

Versucli lo. 14,0 ccm einer Mutterlauge der Essigsäurefällung, 25 % Glycerin entaltend, 
mit 175 k.-e. {0,04 ccm: 0,61 ccm 0,2 n-Eauge: 0,50 k.-e.) wurden durch Zusatz von 1,2 ccm 
2proz. Uranylacetat gefällt; in der Mutterlauge fanden sich nocli 3,0 k.-e. — 2% (0,10 ccm: 
0,22 ccm o,2n-Lauge: 0,02 k.-e.). 

Für die Elution des Aktivators aus den Uranniederschlägen erweisen sich am 
geeignetsten Phosphatlösungen von schwach saurer bis zu schwach alkalischer Reak- 
tion, die man zur Stabilisierung der Kinase mit Glycerin versetzt; ihre eluierende Wir- 
kung ist, wie aus Tab. 3 ersichtlich, der verdünnten Alkalis allein überlegen, die 
Bildung des unlöslichen Scliwcrmetallphosphats befördert die Elution. 


Tabelle 3. Elution der Uranfällung aus Rohlösung. 


Elutionsmittd j 

i 

Glyceriti- 

koazentTiiüon 

Elutions- 

aiisheute 

n/ 20 -NH 3 ’ 

0 

38 

. 

26 

40 

iproz. {NH4 )zHP04 

26 

56 

I proz. 2^/3basisches Aimnoiiphosphat ; 

26 

52 

11/ 5 -Phosphatpuff er, = 6,0. . . . 

20 

56 

, Pn = 7 . 0 - . ■ . 

20 

56 

,, , pH = ^,2. . . . 

20 

^ 62 


Fällung des Rohauszugs durch Tannin. Ein w^eiteres geeignetes Reagens 
zur Ausfällung der Enterokinase beruht auf der Anwendung der Gerbsäure, die schon 
für die Isolierung der pflanzlichen Peroxydase wertvolle Dienste geleistet hat. Aus 
den mit Essigsäure vorgereinigten [227] Lösungen fällt der Aktivator bei saurer Reak- 
tion auf Zusatz einer Gerbsäurelösung in seiner ganzen Menge mit einem reichlichen 
Niederschlage aus; dieser wird durch eine geringe Menge verdünnten Ammoniaks 
wieder gelöst und die Lösung enthält dann fast die ganze ursprüngliche Menge der 
Kinase. 

Versuch ii. io,o ccm einer o,üi n-essigsauren TÖsung mit 216 k.-e. wurden durch 1,0 ccm 
einer 2proz. Gerbsäurelösung vollständig gefällt; den in der Zentrifuge abgeschleuderten Nieder- 
schlag löste man dann in 10,5 ccm 0,01 n-Ammoniak wieder auf. In der Mutterlauge war keine 
Kinase mehr nachweisbar {0,05 ccm: 0,16 ccm o,2n-Lauge: 0,00 k.-e.), während die anmioniaka- 
lische Lösimg noch 210 k.-e., d. i. 97% vom Aktivator, enthielt (0,04 ccm: 0,79 can o,2tt-Lauge: 
0,80 k.-e.). 

Die Fällbarkeit der Enterokinase durch Tannin erweist sich indessen, wie Tab. 4 
veranschaulicht, als abhängig von der Glycerinkonzentration der Lösung, sie nimmt 
mit steigendem Glyceringehalt mehr und mehr ab, um schon bei einer Konzentration 

^ a. a. 0 . S. 232. 

*) R. WnxsTÄTTER und A. Poleinger, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 430, S. 269, und zwar 
S. 282 [1922/23] {Abh. J7). 
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von 40% ganz zu verschwinden. Tab. 4 vergleicht das Verhalten des Aktivators 
in roher und durch Fällung mit Alkohol und Uran gereinigter Uösung gegenüber 
Tannin, ihre Angaben bezeichnen die fällbaren Anteile in Prozent, 


Tabelle 4. Taiininfällung und (ilyceringehalt. 


Kinasepräparat 


Essigsäure-^ lut ter lauge . 
Uran-Elutiou , . . . . 


Gl>-ceringehalt {%) 

0 IO JO 

TOO KV) I 70 33 

100 55 j 15 10 


40 


4 

o 


Während bei der rohen Uösung mit steigender Glycerinkonzentration die Fäll- 
barkeit durch Tannin mit der schätzungsweise ermittelten Menge des entstandenen 
Niederschlags gleichmäßig abnimmt, findet man für das reinere Präparat bei gerin- 
gerem Glyceringehalt die Bedingungen günstiger; es eröffnet sich hier die Möglichkeit, 
den Aktivator in den Mutterlaugen der Gerbsäurefällung anzureichern. 

Alkoholfällung des Pohauszugs. Im Gegensatz zu [228] den bei Uipase* 
und bei Amylase^ aus Pankreas gewonnenen Krfahrungen zeigt die Enterokinase, 
wenigstens in den rohen Lösungen, aus denen sie vollständig niedergeschlagen wird, 
verhältnismäßig große Beständigkeit gegenüber der Einwirkung von Alkohol oder 
Aceton. Versetzt man eine solche Kinaselösung mit Alkohol bis zu einem Gehalte 
von 90% und löst dann die abgetrennte Fällung wieder in Wasser auf, so findet man 
auch nach einstüiidiger Einwirkung des organischen Mittels keine oder keine sehr 
beträchtliche Einbuße an Aktivität, während die Bestimmung der trüben .Suspensionen 
selbst etwas zu niedrige Werte ergibt (Versuche 12, 13 und 14 a). Etwas größer scheint 
die Empfindlichkeit des Aktivators bei der Einwirkung des Eösungsmittels auf die 
saure, mit Essigsäure vorgereinigte Losung zu sein (Versuch 14 b) ; es ist aber nicht 
untersucht, ob diese Erscheinung allein auf den Einfluß der sauren Reaktion oder 
ob sie auf den gesteigerten Reinheitsgrad zurückzuführen ist. 


Versuch 12. lo.occm neutralenRoliaiiszug, enthaltend i6ok.-e. {0,05 ccni : 0,7800111 0,2 n-Lauge : 
0,80 k.-e.), versetzte man mit 9000111 ahsolutein Alkohol; die sofort auftrelonde leichte Trübung 
wurde allniälilich stärker und führte nach etwa einer Stunde zur Absclieidung deutlich erkenn- 
barer Flöckchen, Eine Bestimmung der alkoholischen Suspension ergab nach a) 15. b) 60 Minuten 
noch a) 0,76, b) 0,70 k.-e. in der Bestimmungsprobe von 0,50 ccm, mithin 152 bzw. 140 k.-e. 
insgesamt. Nach Verlauf einer Stunde schleuderte man den gebildeten Niederschlag in der Zentri- 
fuge ab und löste ihn in 10,0 ccm Wasser wieder auf. Diese enthielten dann noch insgesamt 
158 k.-e. (0,05 ccm: 0,77 ccm 0,2 n-Lauge: 0,79 k.-e.), es war also kein Aktivitäs Verlust zu bwb- 
achten. 

Versuch 13. 10,0 ccm des Extraktes von Versuch 12 (mit 160 k.-e.) wurden mit 90 com 
Aceton vermischt; in 0,50 ccm der stark getrübten Mischung bestimmte man nach 45 Minuten 
noch 0,57 k.-e. Die Lösung des nach i Stunde in der Zentrifuge abgeschleuderten Niederschlages 
in 10,0 ccm Wasser enthielt noch 140 k.-e. {0,05 ccm: 0,7300111 o,2n-Eauge: 0,70 k.-e.); die 
Einbuße an Aktivität betrug mithin etwa 12%. 


* R. Wii,i<SXÄi:ter und E. WAi.DSCHMiDX-LEi'rz, Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar S. 154 

[1923/23]- 

* R. Wibi^TäXTER, E, WAEDSCHMiDt-LEiTz und A. R. F. HESSE, Diese Zs. Bd. 126, S. 143, 
und zwar S. 162 [1922/23]. 
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[229] Versuch 14. a) 10,0 ccm neutralen !^inaseauszug mit 2iok.-e. fällte man mit 90 ccm 
absolutem Alkohol und löste die nacli 15 Minuten abgetrennte Fällung in 20,0 ccm Wasser; sie 
enthielt noch 192 k,-e., d. i. 91 % (0,05 ccm: 0,60 ccm o,2n-Lauge: 0,48 k.-e.)- 

b) 10,0 ccm Kinaseauszug mit 230 k.-e. unterwarf man einer Vorreinigung durch 0,5 ccm 
n-Essigsäure, wobei der Kinasegehalt der Mutterlauge (insgesamt 10,5 ccm) auf 214 k.-e. zurück- 
gii^ (0,03 ccm: 0,67 ccm o,2n-hai^e: 0,61 k.-e.); nach dem Versetzen mit 90 ccm Alkohol und 
Wiederauflösen der schleich abgeschleuderten Fällung in 10,0 ccm HiO ließen sich 158 k.-e. 
nachweisen (0,04 ccin: 0,68 ccm o,2n-Lauge: 0,63 k.e.), entsprechend einem Aktivitätsverluste 
von 26%. 

Die mittels der Alkoholfällung erreichbare Konzentrationssteigerung des Akti- 
vators ist erheblich; man findet den Reinheitsgrad der mit Alkohol gefällten und 
nach dem Wiederauflösen in Wasser bestimmten Kinase etwa 5 mal größer bei dem 
neutralen, etwa 7 mal größer bei dem vorgereinigten, angesäuerten Auszug (Kinase- 
wert 16,3 bzw. 27,4). 

Versuch 15. 10,0 ccm der in Versuch 14a aus der Alkoholfällung gewonnenen Kinaselösung 
(enth, 9Ö k.-e.) hinterließen auf dem Wasserbade 5,9 mg Trockenrückstand entsprechend dem 
Kinasewert 16,3. 

4,0 ccm der wäßrigen Lösung aus der Alkoholfällung von Versuch 14b (enth. 63 k.-e.) 
Ueferten, auf dem Wasserhad zur Trockne eingedampft, 2,3 mg Trockenrückstand ; daraus ergibt 
sich der Kinasewert 27,4. 

Fällungsreaktionen gereinigter Kinaselösungen. Die reineren Dösungen 
des Aktivators, schon die durch Behandlung mit Essigsäure und darauffolgende Alkohol- 
fäUung gewonnenen, geben nur noch einen Teil der in den rohen Auszügen beobachteten 
Fällungsreaktionen. So läßt sich in ihnen auf Zusatz von Eisen-, Quecksilber- oder 
Bleilösung keine Niederscblagsbildung oder Trübung mehr wahrnehmen; auch findet 
man die Menge der mit Uransalz entstehenden Fällung beträchtlich geringer, während 
die Menge des Tanninniederschlags nicht wesentlich abzunebmen sdieint. Damit 
hängt zusammen, daß auf dieser Stufe der Reinigung die Elution der Enterokinase 
aus ihrer Fällung durch Uran keine meßbare Steigerung der Konzentration mehr 
bewirkt, während die Fraktionierung mittels Gerbsäure noch etwas weiter zu führen 
scheint (Versuche 16 und i7j Kinasewett 28,4 bzw. 4 ^> 3 )* 

[230] Versuch 16. 50 ccm wäßrige Kinaselösiing, durch Auflösen der Alkoholfällung gewonnen, 
mit 567 k.-e. (0,03 ccm: 0,52 ccm o,2n-Lauge: 0,34 k.-e.) fällte man mit 2,0 ccm 2proz. Uranyl- 
acetatlösung (einer zu vollständiger Fällung ausrciclienden Menge) und eluierte den Nied^- 
schlag in der Zentrifuge durch 20 ccm 2 V3 basisches Ammonpho.sphat locan 87proz. Glycerin. 
Die Elution entliielt in 30 ccm noch 480 k.-e. (0,05 ccm: 0,78 ccm o,2n-Lange: 0,80 k.-e.), d. i. 
85% der Ausgai^slösung. 

28 ccm der Elution (enth. 448 k.-e.) dialysierte man in einer sogenannten Fischblase unter 
Toluol und unter ständiger Rührung mit CO« 7 Tage laug gegen fließendes destilliertes Wasser 
und befreite sie so vom Glycerin und von Salzeid ; sie wies dann noch 15,8 mg Trockenrückstand 
auf, entsprechend dem Kinasewert 28,4. 

* Die Enterokinase dialysiert, wie bereits mitgeteilt (5. Abh. S. 229), unter diesen Be- 
dingungen nicht durch die Membran, man fand nach meint ägiger Dialyse von Rohauszügen die 
ganze Menge im Dialysator wieder. In reinerer Lösimg tritt jedoch, wie bei den pankreatisclien 
Enzymen, im Verlaufe der Dialyse mit der Abnahme des Glycerit^ehaltes zimehmende Zer- 
störung des Aktivators ein ; für die so ermittelten Reinlieitsgrade gelten daher die bereits früher 
erw ähnt en Einschränkungen [siehe die 2. Abhandlung (,,Über Pankreaslipase“). Diese Zs. Bd. 125, 
S. 132, und zwar S. 192 [1922/23] sowie die 10. Abhandlung („Über das Adsorptionsverhalten 
der Pankreasamylase“), Diese 2 ^. (im Druck) {Ahh. 8g und pS)]. 
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Versuch 17. 40,0 cciu Auflösung der Alkoholfällung, 22 % Glycerin enthaltend, mit 747 k.-e. 
(0,03 ccm: 0,64 can o,2n-Eauge: 0,56 k.-e,) säuerte man mit 0,8 ccm n-Essigsaure an und ver- 
setzte sie mit 1,2 ccm 2proz. Tannin, die bei dem angewandten Gelialte an Glycerin nur eine 
unvollständige Fällung bewirkten; die gegen Eacknius neutrahsierte Mutterlauge wnirde sodann 
im Faust-Hehnschen Apparat auf 28 ccm eingeengt und enthielt dann noch 490 k.-e. (0,02 ccm ; 
0,53 ccm o,2n-Eauge: 0,35 k.-e.). Nun fällte man die Kinase durch Zusatz von 400 ccm göproz. 
Alkohol aus und löste den Niederschlag wiederum in 42 ccm Wasser ; die gesamte Menge der Kinase 
in der lÄsung betrug noch 462 k.-e. {0,03 ccm: 0,51 ccm o,2n-Lauge: 0,33 k.-e.). 

30 ccm dieser Eösung (mit 330 k.-e.) hiiiterließeii, auf dem Wasserbade zur Trockne einge- 
dampft, 8,00 mg Rückstand; daraus ergibt sich der Kinasewert 41,3. 

Die Fällbarkeit des Aktivators durch Uransalzc wie durch Tannin beobachtete 
man auf allen untersuchten Stufen der Reinigung; auch bei dem reinsten erhaltenen 
Präparate vom Kinasewert 96,3, das durch aufeinanderfolgende Anwendung [231] der 
Fällung mit Essigsäure, mit Alkohol und mit Tannin und weiter durch Adsorption 
mit Tonerde und mit Kaolin gewonnen war, ließ sich mit diesen Mitteln, wie durch 
nachstehenden Versuch belegt wird, der weitaus größte Teil der Kinase niederschlagen. 
Es ist indessen noch nicht erwiesen, ob diese Reaktionen in der Tat dem Aktivator 
selbst eigentümlicli sind oder ob sie nicht gleichfalls noch durch Begleit Stoffe vor- 
getäuscht werden. 

Versuch 18. Je 10,0 ccm einer Kaolinelutioii (vom Kiiiasewert 96,3) mit 95 k.-c. versetzte 
man mit a) 40 cciii loproz. Glycerin 1- 1,0 ccm n-Essigsäure + 1,0 ccm zproz. Tannin, b) 0,5 ccm 
n-Essigsäurc 0,5 ccm 2proz. Uranylacetat und bestinmite den Kinasegehalt der in der Zentri- 
fuge abgetrennten Mutterlaugen; er betrug a) in 52 ccni noch 23 k.-e, (0,60 can: 0,46 ccm 0,2 n- 
Eauge: 0,26 k.-e.), b) in 11 ccm noch i r k.-e, (0,10 ccm: 0,30 can o,2n-Emige: o, 10 k.-e.). 
Der gefällte Anteil des Aktivators belief sich also auf a) 76 und b) 89%. 


III. Über das A d s o r p t i o n s v e r li a 1 1 e n der Enterokinasc. 

'Adsorption durch Tonerde aus Roliauszug. Die Enterokinase wird aus 
ihren rohen Auszügen, beispielsweise bei saurer Reaktion, glatt durch Tonerde adsor- 
biert; so gelang es, wie bereits in der 5. Abhandlung beschrieben wurde*, sie von 
Trypsin zu trennen, das infolge seiner geringeren Adsorptionsaffinität zum größten 
Teil in den Adsorptionsinutterlaugen zurückblieb. Das Adsorptionsverhalten des 
Aktivators gegenüber der Tonerde ist in der vorliegenden Arbeit etwas eingehender 
untersucht worden, um die geeignetsten Bedingungen für eine präparative Anwendung 
des Adsorptionsverfahrens zu erkennen. So war es im Hinblick auf die bei der Enzym - 
adsorption gewonnenen Erfahrungen von Belang, den Einfluß der Reaktion und ferner 
die Wirkung der Verdünnung und der Gegenwart von Alkohol auf die Adsorbierbar- 
keit der Enterokinase auf verschiedenen Stufen der Reinigung zu beschreiben. In der 
nachstehenden Tab. 5 wird das Adsorptionsverhalten des Aktivators in den rohen 
EÖsungen, nämlich den Mutterlaugen der Essigsäurefällung, unter [232] verschiedenen 
Bedingungen durch einige Beispiele Umrissen; man verwandte zu jedem Versuche 
10 ccm der Kinaselösung mit 250 k.-e. und unterwarf sie der Einwirkung verschiedener 
Mengen eines Tonerdepräparates der Sorte C (Analysenpräparat von Willstätter 

^ A. a. O. S. 235. 
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und Kraute dann bestimmte man die Kinase in der Adsorptionsrestlösung; die 
Angaben der Tabelle bedeuten die adsorbierten Anteile in Prozent. 


Tabelle 5. Adsorption durch Tonerde aus Rohlösung. 


\r. 

Reaktion der Lösung 

i 

; Alkohol -Konz. 

% 

Kinasekonz. 
K.E. 
in I 1 

Angew. mg AljOj 


3.30 I 

4>95 

I 

! neutral, = 7iO 

0 

_25jO 

— 

40 

— 

2 

' )> 

50 

■ I2>5 

70 

87 ! 

100 

- 3 

1 n/20-amnioniakalisch 

i 0 

25,0 


i 5 i 

— 

4 

; sauer, pn = 4,7 

' 0 

25.Ü 


; 65 

— 

5 

1 n/20-essigsauer 

i ^ 

25,0 

44 

1 68 i 

80 

6 


\ 50 

12,5 

— 

1 95 ' 

100 

7 


0 

5.0 


; 56 

— 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist die Adsorbierbarkeit des Aktivators in diesen 
Lösungen am geringsten bei alkalischer und am höchsten bei saurer Reaktion, und 
zwar findet man hier keinen merklichen Unterschied zwischen = 4,7 (Nr. 4) und 
der Reaktion ^/20-normaler Essigsäure (Nr. 5); dagegen scheint in der verdünnteren 
Lösung (Nr. 7) die Adsorption etwas ungünstiger zu sein. Sodann zeigt es sich, daß 
die Adsorption der Kinase durch Zusatz von Alkohol bedeutend verstärkt wird, und 
zwar sowohl in neutralem wie in saurem Mittel (Nr. i und 2, sowie Nr. 5 und 6 ). Man 
hat diese Erscheinung im Einklang mit den über das Adsörptionsverhalten mancher 
Enzyme gewonnenen Erfahrungen^ auf eine [233] Entwicklung saurer Eigenschaften 
durch das Lösungsmittel zurückzuführen, entweder des Aktiyators selbst oder mit 
ihm vergesellschafteter amphoterer Begleitstoffe ^). 

Adsorption durch Tonerde aus reinerer Lösung. Prüft man das im 
vorangehenden am Beispiele eines Rohauszugs beschriebene Adsorptionsverhalten des 
Aktivators an reineren Lösungen nach, so erhält man wesentlich abweichende Er- 
gebnisse. Schon bei einem durch Alkoholfällung aus saurer Lösung gereinigten Prä- 
parate, aus dem mittels Gerbsäure noch weitere Begleitstoffe abgetrennt waren, findet 
man die Adsorbierbarkeit am günstigsten bei neutraler Reaktion; auch der fördernde 
Einfluß des Alkohols, der für das Adsorptionsverhalten in roher Lösung charakteristisch 
war, fehlt bei dem reineren Präparat. Die vorgenommenen Operationen haben also 
zur Abtrennung amphoterer Begleitstoffe geführt, deren Gegenwart das Adsorptions- 
verhalten des Aktivators in hohem Maße beeinflußt. Mit der Abtrennung dieser Stoffe 
scheint auch eine Abnahme der Adsorbierbarkeit des Aktivators überhaupt ver- 
bunden zu sein, die unter gleichen Bedingungen gemessenen Adsorptionswerte der 
Tonerde sinken in der reineren Lösung. Diese Beobachtung über den wechselnden 
Einfluß des Alkohols erinnert an das Verhalten der Pankreasamylase; auch für diesen 

* Chem. Ber. Bd. 56, S. 1117, und zwar S. 1118 [1923] [AhKiy]. 

* Vgl. Liebigs Ann. der Chem. Bd. 422, S. 47, imd zwar S. 63 und Bd. 430, S. 269, imd zwar 
S.275 (Peroxydase); Diese Zs. Bd. 125, S. 132, rmd zwar S, 166 (Pankreaslipase); Diese Zs. Bd. 126, 
S. 143, imd zwar S. 165 und die 10. Abhandlung dieser Reihe, Diese Zs. (im Druck) (Pankreasamylase). 

') Vgl. R.WiIvWätxer und E. Wau)SCHmidT-LeiTz. Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 [1921] 

{Ahh, ii). 
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Fall hat sich nämlich der Nachweis erbringen lassen, daß die adsorptionssteigenide 
Wirkung des organischen T^ösungsniittels sich nur gegenüber bestimmten Koadsorben- 
tien des Enzyms und nicht gegenüber dem Enzym selbst geltend macht und daß sie 
bei gewissen Reinigungsvornahmen verschwindet 

Im folgenden Versuche wird die Adsorption der gereinigten Enterokinase durch 
Tonerde an einigen Beispielen veranschaulicht. 

Versuch 1. Je 20,0 ccm einer durch Fällung mit Essigsäure und Alkohol und durch Frak- 
tionierung mit Tannin gereinigten, etwa [234] V^o n-essigsauren Kiiiaselösung mit einem Gehalte 
von iiok.-e. (0.06 ccm; 0,52 ccm o,2n-Lauge; 0,33 k.-e.) adsorbierte man a) ohne Zusatz, also 
bei saurer Reaktion, b) unter Zusatz von in.occm absolutem Alkohol (bei saurer Reaktion), 
c) und d) nach Neutralisation durch 0.3 5 ccm n-NHj mit a), b) und c) 0,30 ccm (4,95 mg) 
und mit d) 0,40 ccm Tonerdesuspension C (6,60 mg AUOj) und ])estimmte die in der Rcstlösung 
verbliebene Kinasemenge. Sie betrug a) 39 {o.ioccni: 0,3800111 o,2n'Eauge: 0,19 k.-e.), b) 39 
(0,10 ccm: 0,32 cem o,2n-Eauge: 0,13 k.-e,), e) 14 (ü,ioeeui; 0,27 ecin o,2n-Eauge: 0,07 k.-e.) 
und d) 6,2 k.-e. {0,10 ccin: 0,23 eciu ü,2n-Lauge: 0,03 k.-e.); der adsorbierte Anteil belief sich 
auf a) und b) 65, c) 87 und d) 94%. 

Elution der Toiierdeadsorbate. Die Elution der Enterokinase aus den 
Tonerdeadsorbaten gelingt in befriedigender Ausbeute mit verdünntem Ammoniak, 
in besserer noch mit alkalischem Phosphat. I)a der Aktivator indessen in reinerer Lösung 
gegenüber der Einwirkung von Alkali sehr unbeständig wird, empfiehlt sich für prä- 
parative Zwecke seine Elution durch Phosphatgemische von neutraler Reaktion, 
die gleichfalls zu guten Ausbeuten führt. 

Versuch 2. Vergleichende Elution mit x\lkali und mit x\lkaliphosphat. 

Je 10,0 ccm einer Mutterlauge der Essigsäurefällung (entli. 145 k.-e.) adsorbierte man aus 
saurer Lösung nach Zusatz von 5 ccm absolutem Alkohol mittels 0,30 ccm Tonerde C (4,95 mg 
AI1O3); in 15,3 ccm der Restlösung fanden sich noch 29 k.-e. (0,10 ccm ; 0,38 can 0,2 n-Lauge: 
0,19 k.-e.), das Adsorbat enthielt also 116 k.-e. Man eluierte es mit 5.0 ccm 87proz. Glycerin + 

a) 5,0 ccm o,2n-Animoniak-Ammonchloridpuffer 9,2), b) 5,0 ccm ü,4proz. Diammon- 

phosphat; die Elution enthielt dann a) 80 (0,04 ccm: 0,50 ccm (\2n-Lange: 0,32 k.-e.), b) 100 k.-e. 
(0,04 ccm: 0,56 ccm o,2n-Lauge: 0,40 k.-e.), entsprechend einer Elutionsausbeute von a) 70, 

b) 86%. 

Versuch 3. Vergleichende Elution mit neutralem und mit alkalischem Posphat. 

Aus 20,0 ccm einer neutralen, gcreüügten Kinasclösung, enth. 103 k.-e. (0,06 can; 0,49 ccm 
0,2 n-Lauge: 0,31 k.-e.), nahm mau mit 0,40 ccm der Tonerde C (6,60 mg AbOd msgesamt 97 k.-e. 
auf, die Restlösuiig enthielt nämlich noch 6 k.-e, (0,10 can: 0,23 can o,2n-Lauge: 0,03 k.-e.). 
Das Adsorbat wurde dann der Elution durch a) 20,0 ccm o, r n-Phasphatpuffer von pn = 7,o, 
43% Glycerin enthaltend, b) durch eben diese Mischung nach Zusatz von 0,5 ccm n-NH3 imter- 
worfen; in dieser fanden sich dann a) 78 (0,06 can: 0,42 ccm o,2n-Lauge: 0,23 k.-e.) und [235] 
b) 96 k.-e. (0.06 ccm: 0,47 ccm 0,2 n-Lauge: 0,29 k.-e.), die Ausbeute betrug also 80 bzw. 100%. 

Versuch 4. Elution mit neutralem Phosphat. 

Hinaus reinerer Lösung gewonnenes Tonerdeadsorbat, 1,425 K.-E. in 0,0726 g AI1O3 (Sorte C) 
enthaltend, eluierte man durch Behandlung mit 100 ccm o, i n-Phosphatpuffer von = 
in der Elution fanden sicli noch insgesamt 1,250 K.-E. (0,04 can: 0,61 ccm 0,2 n-Lauge: 0,50 k.-e.) 
entsprechend einer Ausbeute von 88%. 

Die Steigerung des Reinheitsgrades bei der Adsorption durch Tonerde aus roher 
Lösung ist nicht beträchtlich, sie ist geringer als die durch Alkoholfällung bewirkte; 
die einmalige Adsorption einer Mutterlauge der Essigsäurefällung führte zum Kinase- 
wert 19,5, während gemäß den in der 5. Abhandlung mitgeteilten Versuchen i) die 

^ R, Wmi^TÄTTER, E. Waxdschmidt-Leitz und A. R, F. Hesse, Über das Adsorptions- 
verhalten der Paukreasaniylase, Diese Zs. (ini Druck) (AfeÄ. gS). 

’) a. a. 0 . S. 233. 
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Aufeinanderfolge von Essigsäure-, Sublimat- und Uranfällung und von Tonerdeadsorp- 
tion den Kinasewert 28,7 ergeben hatte. 

Versuch 5. Aus 25,0 ccm essigsaurer Kinaselösung mit 103 k.-e. wurde nach dem Versetzen 
mit 13,0 ccm absolutem Alkohol durch 1,0 ccm der Tonerdesuspension C (16,5mg Als03) die 
ganze Kinasemenge aufgenommen ; die Elution bewirkte man mit 30 ccm 0,05 n-Aramoniak, sie 
enthielt noch 195 k.-e. {0,04 ccm: 0,45 ccm o,2n-Iyauge: 0,26 k.-e.) und 1 0.0 mg Trockenrück- 
stand, entsprechend dem Kinasewert 19,5. 


Tabelle 6. 

Adsorption durch Kaolin aus RohlÖsung. 

(Ar^ewandt je 200 k.-e.; Angaben bedeuten die adsorbierten Anteile in Prozent.) 


Reaktion der Cösung 

Alkoholkonz. 

Kinasekonz. 
K.-E. 
in I 1 

0.057 

Ajige^vajidt g Kaolin 

1 0,113 0,226 1 

0,453 

neutral 

0 

20 

— 


i 21 



desgl. 

30 

15 

— 


i 23 

— 

11/20-ammoniakalisch 

0 

20 

— 

— 

6 

— 

n/20-essigsauer 

0 

20 

30 

40 

65 

90 

desgl. 

30 

15 

-- 


73 

— 

desgl. 

0 

4 

— 

; — 

8 

— 


[236] Adsorption durch Kaolin. Auch mittels Kaolin läßt sich die Enterokinase 
adsorbieren; die voranstehendc Tab. 6 veranschaulicht die Adsorption des Akti- 
vators durch elektroosmotisch gereinigtes Kaolin aus roher Eösung, nämlich einer 
Mutterlauge der Essigsäurefällung, unter verschiedenen Bedingungen. 

Wie die Tabelle zeigt, ist die Adsorption der Kinase bei weitem am höchsten 
in saurem Medium, während der Zusatz von Alkohol weder bei neutraler noch bei 
saurer Reaktion einen deutlichen Einfluß erkennen läßt. Noch schärfer tritt der Ein- 
fluß der Reaktion bei reineren Präparaten in Erscheinung, hier wird der Aktivator 
aus neutraler Uösung gar nicht mehr von dem Adsorbens aufgenommeii; auch in 
diesem Falle ist also ein gewisser Einfluß der Begleitstoffe deutlich erkennbar. 

Versuch 6. Je 20,0 can einer durch Essigsäure- und Alkoholfällung sowie durch Frak- 
tioniermig mit Tannin gereinigten cssigsauren Kinaselösung, enthaltend 103 k.-e., unterwarf 
man der Adsorption durch 4,0 ccm einer Suspension von elektroosmotisch gereinigtem Kaolin 
(enthaltend 0,226 g) a) ohne Zusatz, also bei saurer Reaktion, b) nach Neutralisation mit 0,35 ccm 
n-NH3; in der Restlösuug fanden sich noch a) rii (in 22,3 ccni: 0,10 ccm: 0,61 ccm o,2n-Eaugc: 
0,50 k.-e.) und b) 13 k.-e. (in 22,0 ccm; 0,10 can: 0,26 ccm o,2n'Lauge; 0,06 k.-e.), es waren 
also 0, bzw. 87% vom Aktivator adsorbiert. 

Die Elution der Kinase aus den Kaolinadsorbaten gelingt leicht und nahezu 
vollständig bei Anwendung von verdünntem Ammoniak oder auch von alkalischer 
Phosphatlösung, zur Stabilisierung mit Glycerin vermischt. Der Aktivator scheint 
also, auch in reinerer Eösung und in den Adsorbaten, gegenüber der Einwirkung des 
elektroosmotisch gereinigten Kaolins beständig zu sein ira Gegensatz zu den für 
Invertin ^ wie für Amylase aus Pankreas ^ geltenden Erfahrungen. Die Konzentrations- 
steigerung des Aktivators bei der Adsorption durch Kaolin aus rohem Auszug, ge- 

' R. WUvbSTÄTXER und K. Schneider, Diese Zs. Bd. 133, S. 193, und zwar S. 200 [1923/24] 

{Äbh. so). 

* R. WmtSXÄTTER, E. WAEDSCmoDT-EEiTZ und A. R. F. Hesse, Diese Zs. (im Druck) {Abh. g 8 ). 
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messen durch den Kinasewert [237] der Elution, fand man günstiger als b^i der ent- 
sprechenden Behandlung mit Tonerde, aber auch nicht so günstig wie nach einer 
Alkoholfällung aus saurer Eösung. 

Versuch 7. Elution, aus Rohadsorbat . 

21.0 ccm einer Mutterlauge der Esvsigsäuiefälluiig mit 261 k.-c. adsorbierte man durch 

16,0 ccm KaoUnsuspension (enthaltend 0,906 g) und eluierte das Adsorbat durch Beliandluug 
mit a) 15,0 ccm 0,066 11-NH3 (43 % Glycerin enthaltend), b) 20,0 ccm 0,25 proz. Diaiuuionphosphat 
{43 % Glycerin enthaltend). Die Restlösung enthielt in 29 caii 43 (0,20 ccm: 0,49 ccm o,2n-Lauge: 
0,30 k.'C.) und die Elution a) 190 (o.oö ccm; 0,77 ccm o.2n-bauge; 0,76 k.-e.) und b) ebenfalls 
190 k.-e. (0,06 ccm: 0,64 ccm o,2n-bauge: 0,57 k.>e,); es waren also in beiden Fällen 87% der 
adsorbierten Kinase eluiert. 

15.0 ccm der geklärten Elution von a) wiesen nach 7 tägiger Dialyse noch 8,2 mg Trockeu- 
rückstand auf entsprechend dem Kinasewert 23,2. 

Versucli 8. Elution aus reinerem Adsorbat. 

Je 90 ccm einer gereinigten EösSung (nach Alkohol- und GerKsänrefällung erhalten) mit 
355 k.-e, adsorbierte man bei saurer Reaktion mit 25 ccm Kaolinaufschlämmnng (1,415 g) und 
eluierte das Adsorbat dann mit a) 50 ccm 0,02 n-NH3, b) 50 ccm 0,05 ii-NH,, c) 50 ccm 0,1 n-Am- 
moniak- Ammonchloridpuffer von = 9,2 (je 43% Glycerin enthaltend). Da die Adsorptions- 

restlösuiig in insgesamt 310 ccm noch 124 k.e. enthielt (o. 10 ccm: 0.2400111 o,2n-Lauge: 
0,04 k.-e.), waren je 314 k.-e, adsorbiert. In der Elution fanden sieh a) 325 (0,04 ccni; 0,45 ccm 
o,2n-Eauge: 0,26 k.-e.), b) 263 (0,04 ccm: 0,40 ccm u.zn-Lauge: 0,21 k.-e.), c) 213 k.-e. (0,04 ccm: 
0,37 ccm o,2n'bauge: 0,17 k.-c.) wieder; die Elntionsaiisbeute betrug also a) 103, b) 84, c) 70%. 


IV. Ki 11 asep r äp a r a t e. 

Verfahren der Reinigung. Auf die gewonnenen Erkenntnisse von dem Ver- 
halten der Enterokinase lassen sich präparative Methoden zur Anreicherung des Akti- 
vators gründen, wie sie aus einer Vereinigung beispielsweise von Fällungs- und Ad- 
sorptionsvornahmen sich ergeben. Es hat sich als zweckmäßig erwiesen, die Reinigung 
des Aktivators nach der Beseitigung der durch Säure fällbaren Begleitstoffe durch 
eine Alkoholfällung aus saurer Rösung einzuleiten, die die Kinase in etwa 7 mal kon- 
zentrierterer Eorni niederzuschlagen erlaubt. Von den auf der so erreichten Stufe 
der Reinigung (Beispiel vom Kinasewert 27) noch beobachteten Fällungsreaktionen, 
der [238] Reaktion mit Gerbsäure und mit Uransalz, hat nur die erstere präparative 
Bedeutung; es hat sich nämlich in vergleichenden Versuchen gezeigt, daß in diesem 
Zustande die durch eine Uranfällung erreichbare Konzentrationssteigerung nur un- 
bedeutend bleibt. Dagegen führt die Fraktionierung mit Gerbsäure bei einer ge- 
eigneten Glycerinkonzentration, etwa zwischen 20 und 30 %, noch zu einer Abtrennung 
von Begleitstoffen. Die Anwendung der Adsorptionsverfahren auf die erhaltenen 
reineren Eösungen gestattet den Reinheitsgrad des Aktivators noch weiter zu steigern. 
So hat in dieser Arbeit eine einmalige Adsorption der Kinase mit Tonerde in der Elution 
zu dem Kinasewert 47, mit Kaolin zu dem Kinasewert 58 geführt, die auswählende 
Wirkung der beiden Adsorbentien war also nicht sehr verschieden. Dagegen hat der 
Wechsel in der Polarität des Adsorbens, die Kombinierung von Tonerde- mit Kaolin- 
adsorption, eine weitere Steigerung des Reinheitsgrades erlaubt zu dem besten er- 
haltenen Präparate vom Kinasewert 96; in diesem Präparate ist also die Konzen- 
tration der Kinase etwa 100 mal so groß als in der getrockneten Schleimhaut. Es 
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wird indessen noch eingehenderer Erfahrungen bedürfen, um die günstigsten Be- 
dingungen für die Reinigung des Aktivators aufzusuchen und den Reinheitsgrad der 
Präparate weiter zu steigern. 

Im folgenden sollen die gewonnenen Ergebnisse und Erfahrungen an drei charak- 
teristischen Beispielen beschrieben werden. 

Präparat I (einmalige Adsorption der vorgereinigten Eösung durch Tonerde). 

150 ccm frisch bereiteten und von überschüssigem Ammoniak befreiten Kinaseauszug, (aus 
3 g getrockneter Schleimhaut), enthaltend 2,400 K.-E. (0,04 can: 0,69 can o,2n-Lauge: 0,64 k.-e.), 
fällte man zunächst mit 7,5 ccm n-Essigsäure ; die Mutterlauge enthielt dann noch 2,125 K--E- 
(0,04 ccm: 0,63 ccm 0,211-Eauge: 0,54 k.-e). Man schlug aus ihr die Kinase durch Zusatz von 
2I 96proz. Alkohol nieder und löste die Fällui^ in 180 ccm 45proz. Glycerin wieder auf; 
der Kinasegehalt der EÖsung war nach 4stündiger Aufbewahrung im Eisschrank auf 1,755 K.-E. 
zurückgegangen (0.04 ccm: 0,54 ccm o,2n-Lauge: 0,39 k.-e.). Nun verdünnte man die Eösung 
mit 94,5 ccm [239] 0,05 n-Essigsäure und fällte sie durch Zugabe von 6,0 ccm 2proz. Gerbsäure- 
lösung, wobei ein Teil des Aktivators mit den Begleitstoffen niedergeschlagen wurde ; der Gehalt 
der in der Zentrifuge abgetrennten Mutterlauge (265 ccm) belief sich noch auf i ,413 K.E. (0,06 ccm ; 
0,51 ccm o,2n-Lauge: 0,32 k.-e.). Man adsorbierte sie nach dem Neutralisieren mit 4,7 ccm 
n-NH3 durch 5,3 ccm Tonerdesuvspension C (0,0875 g AhOg) und eluierte das Adsorbat mit 120 ccm 
“/go-Phosphatmischung von = 7,0 (43 % Glycerin), In der Restlösung der Adsorption fanden 
sidi noch 55 k.-e. in 275 ccm (0,10 ccm: 0,22 ccm o,2n-Eauge: 0,02 k.-e.) und die mittels Kiesel- 
gur geklärte Elution enthielt insgesamt 1,14 K.-E. {0,04 ccm: 0,54 ccm 0,2 11-Eaugc: 0,38 k.e.), 
d. i. 48 % von der Kinasemenge im Ausgangsextrakt. 

Die ganze Menge der Elution dialysierte man dann 7 Tage lang in sogenannten l^^ischblasen^ 
gegen fließendes destilliertes Wasser und isolierte nach dem Eindampfen auf dem Wasserbad 
daraus 24,3 mg Trockensubstanz, entsprechend dem Kinasewert 46,9. 

Präparat II (einmalige Adsorption der vorgereinigten EÖsung durch Kaolin). 

Nach dem bei Präparat I beschriebenen Verfahren erhielt man aus 250 ccm Rohauszug 
nach Fällung mit Säure, Alkohol und Tannin eine Mutterlauge, die in 450 can noch 2,850 K.-E. 
aufwies {0,03 ccni: 0,38 ccm o,2n-Eauge: 0,19 k.-e.). 225 ccm von dieser (1,425 K.-E.) unterwarf 
man der Adsorption durch 50 ccm Kaolinaufschlämmung (2,83 g) und eluierte das Adsorbat 
durch 100 ccm 0,05 n-Ammoniak {43 % Glycerin enthaltend). Während die Adsorptionsrest- 
lösung keine meßbare Menge Kinase mehr enthielt, betrug der Gehalt der geklärten Elution 
noch 1,375 K.E. (0,04 ccm: 0,64 ccm o,2n-Eauge: 0,55 k.-e.), d. i. 96% der Ausgaiigslösung, 
Sie hinterließ nach 6 7, tägiger Dialyse 23,6 mg Trockenruckstand; daraus berechnet sich der 
Kiuasewert 58,3. 

Präparat III (Adsorption der vorgereiiiigten Eösung durch Tonerde und durch 
Kaolin). 

Die Vorreinigung der Kinaselösung durch Essigsäure, Alkohol und Gerbsäure 
erfolgte, wie bei Präparat I beschrieben; man gewann aus 250 ccm Rphauszug 450 ccm 
noch saurer Lösung mit 2,72 K.E. Nach dem Neutralisieren mit 7,8 ccm n-NHg adsor- 
bierte man die Kinase mit 8,8 ccm Tonerdesuspension C (0,1452 g AI3O3) und eluierte 
aus dem Adsorbat durch Behandlung mit 200 ccm o,05n-Phosphatmischung = 7,0, 
43% Glycerin enthaltend) insgesamt 2,50 K.E. [240] (0,04 ccm: 0,61 ccm o,2n-Lauge: 
0,50 k.-e.). Die mit 15,0 ccm n-Essigsäure angesäuerte Elution unterwarf man einer 
weiteren Adsorption durch 100 ccm einer Aufschlämmung von elektroosmotisch ge- 
reinigtem Kaolin (5,66 g) und behandelte das Adsorbat zur Elution mit 200 ccm 
0,05 n-Ammoniak, welches 43% Glycerin enthielt. In der Adsorptionsrestlösung 
(290 ccm) fanden sich noch 0,436 K.E. (0,10 ccm: 0,35 ccm o,2n-Lauge: 0,15 k.-e.) 

* Vgl. die Ausführungen an anderer Stelle. 
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lind in der auf der Kutsche mittels Kieselgur geklärten Elution noch 2,00 K.-E. 
(0,06 ccm: 0,66 ccm o,2n-Eauge: 0,60 k.-e.), d. i. 74% von der in der Gerbsäuremutter- 
lauge und 50 % von der im Rohauszug gemessenen Kinasemenge (vgl. die bei Präparat I 
mitgeteilte Analyse). 

182 ccm der geklärten Elution (enthaltend 1,82 K. E.) unterwarf man 6^/2 Tage 
der Dialyse in sogenannten Fischblasen und befreite sie so vom Glycerin und von 
Salzen; sie wiesen dann noch 18,9 mg Trockenrückstand auf, entsprechend dem Kinase- 
wert 96,3. 

Das Präparat entliielt noch merkliche Mengen von Proteinsubstanz. Bei trockenem 
Erhitzen trat Verkohlung ein unter Entwicklung brenzlich riechender Dämpfe von 
alkalischer Reaktion. Die o,5proz. wäßrige Eösung des Dialysenrückstands gab 
deutlich positive Reaktion mit Millonschem Reagens wie mit Ninhydrin, während 
die Probe auf Kohlehydrat nach Molisch, auch schon nach alleiniger Adsorption 
durch Tonerde oder Kaolin (Präparat I und II), negativ ausfiel. 

Zur Beständigkeit der Enterokinase. Angaben über die Beständigkeit 
der Enterokinase in verschiedenen Reinheitsgraden finden sich bereits in der 5* Ab- 
handlung ^ sie ist in der Fortsetzung der präparativen Untersuchung genauer ver- 
glichen worden. So beschreibt die folgende Tab. 7 das Verhalten des Aktivators 
in wäßrigem Roliauszug bei der Einwirkung von Alkali und von Säure, die Zahlen 
der Tabelle geben die Menge der k.-e. in der Bestimmungsprobe (je 0,10 ccm) an. 


Tabelle 7. Beständigkeit der Kinase im Roliauszug bei 30'^. 


Kcalttion 

Beginn 

nach Ta^eii 

1 I 2 1 ■ 

4 

neutral 1 

o,Ho 


1 

0,79 ! 

0,80 

n/20'ainmoniakaUsch 1 

ü,8o 

a,8o 1 0,70 

: 0,66 

1 0,63 

n/io- ,, 1 

0,75 

0,68 0,52 

0.44 

1 0.39 

n/ 5 - 

0,74 

0,27 i o.oS 

— 

— 

n/2- 

0,45 

0,08 1 — 

— 

' — 

n- 

0 , 4.5 

0,06 ] — 

— 

! — 

ny20-essigsauer 

0,80 

0,82 ■ 0,77 

ü,6o 

i — 

n/io- 

0,83 

0,71 j 0,44 

0,23 

! — 

n/ 5 - 

O368 

0,13 0,16 

0,12 

; — 

11/2- 

0,53 

0,13 0.14 

0,03 

i — 


Die Haltbarkeit der Kinase ist bei neutraler Reaktion am größten, unter diesen 
Bedingungen fand man auch nach mehrwöchentheher Aufbewahrung (bei Zimmer- 
temperatur) den Aktivatorgehalt unverändert. In saurem wie in alkalischem Milieu 
wird jedoch, wie aus der Tabelle hervorgeht, bei steigender Konzentration an Säure 
oder Alkali die Beständigkeit zunehmend geringer. Noch deutlicher wird die zer- 
störende Wirkung insbesondere von Alkali in reinerer Lösung; als geeignetes Sta- 
bilisierungsmittel erweist sich das Glycerin, dessen Zusatz die Zerstörung des Akti- 
vators einigermaßen hintanzuhalten vermag. So hatte beispielsweise eine mittels 

‘ a. a. 0 . S. 228. 
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iprox. I^Ösung von Diamnionphosphat aus Uranfällung bereitete Elution in 6 Stunden 
bei Zimmertemperatur bereits 75 %, eine o,05n>ammoniakalische Elution aus Tonerde- 
rohadsorbat nach 30 Minuten 40% ihrer Wirkung eingebüßt, während man den Akti- 
vatorgehait der nämlichen Lösungen bei einem Glyceringehalte von 30% nach den 
angegebenen Zeiten noch unverändert fand. Allein bei noch reineren Präparaten 
gelang es auch mittels Glycerinzusatzes nicht, die Zersetzung der wirksamen Substanz 
bei. längerer Aufbewahrung zu vermeiden. Die folgenden Tab. 8 und 9 vergleichen 
die Beständigkeit [242] des Aktivators in einer Mutterlauge der Gerbsäurefällung 
und in einer Elution aus Kaolinadsorbat von dem besten erreichten Reinheitsgrad 
(K.W. — 96) bei verschiedener Reaktion; der Glyceringehalt der Proben betrug 43 %- 

Tabelle 8. 

Beständigkeit der Kinase in der Tanninniutterlauge bei 30^ 

(Angaben bedeuten Menge der k.-e. in der Bestimmui^sprobe von 0,05 cciu.) 



1 zu Beginn 

1 nach 24 Stunden 

j nach 40 Stunden 

4.5 

0,72 

! 0,20 

^ 0.16 

5>5 

0,71 

0,48 

0.30 

7.5 

0,72 

0,18 

OJI 

8.5 

0,70 

0,07 

— 

9.5 

0,65 

0,00 



Tabelle 9. 



Beständigkeit der Kinase in der Kaolinelution bei 30^ 
{Angaben bedeuten Menge der k,-e. in der Bestimmungsprobe von 0,06 cern.) 


Ph 

i m Beginn 

l 

nach Tagen 

= 1 

3 

4.7 

0.57 

0,38 : 

^ i 

0.36 

0.24 

7.0 

0.57 

0,57 

— 

0,40 

9.5 

0,57 

0,39 

0,35 

0,23 


Die Zersetzung des Äktivators durch Säure oder Alkali nimmt also mit steigendem 
Reinheitsgrad zu; die besonders große Unbeständigkeit der Kinase in der Mutter- 
lauge der TanninfäUung (Tab. 8), vor allem in alkalischem Medium, dürfte auf den 
ziemlich beträchtlichen Gehalt der Uösung an überschüssiger Gerbsäure zurückzu- 
führen sein. Wie die Tab. 9 zeigt, tritt selbst bei neutraler Reaktion und einem 
beträchtlichen Gehalte an Glycerin nach einigen Tagen ein merklicher Rückgang 
der Aktivität ein. 

[243] Auch für die Unbeständigkeit der Kinaselösungen beim Erhitzen auf höhere 
Temperatur enthielt die 5. Abhandlung bereits Belege*; die alten Angaben von 
N. P. ScHEPOWATNiKOWs, daß die Enteroklnase durch Kochen zerstört werde, hatten 
sich bestätigt. Nun untersuchte man etwas eingehender die Beständigkeit des ge- 
lösten Aktivators bei verschiedenen Temperaturen und auf verschiedenen Stufen 

^ A. a. 0 . S. 229. 

* Inaiaguraldissertation St. Petersburg 1899; Referat in R. Malys Jahresbericht über die 
Fortschritte der Tierchemie Bd. 29, S. 378 [1899]. 
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der Reinigung. Es hat sich gezeigt, daß die Zerstörung der Enterokinase bei neutraler 
Reaktion unabhängig vom Reinheitsgrad bei einer Temperatur von etwa 50® be- 
ginnt, während der Aktivator auch bei mehrstündigem Erwärmen der Lösungen 
auf 45® noch ganz beständig gefunden wird; die Gegenwart von Glycerin scheint die 
Zersetzung etwas zu verlangsamen. Die Versuche sind in der nachstehenden Tab. 10 
zusammengestellt, deren Angaben die Menge der in der Bestimmungsprobe gemessenen 
k.-e. bedeuten. 


Tabelle 10. Temperaturempfindliehkeit der Eiiterokiua.se. 



Glycerin- ■ 

k.-e. in 

Dauer 


Temperatur 





% 

der Probe 

1 Std. 

0^ , .ur 

: 4 ^“ j 45“ ! 

.■io“ 

60“ 

70'* 

Rohauszug 

! 0 

, 0,82 

' I 

— — 

0,82 0,00 1 


0,00 

j 0,00 

(K.W. - 3) 









desgl. 

^ 0 

i 0,82 

2 

— — 

0,91 ; 

— 

— 

— 

desgl. 

^ 0 

0,82 

3 

— 

0,84 0,88 ' 

— 

— 


desgl. 

' 50 

0,40 

i I ' 

— — 

— 0,42 j 

u ,38 

; 0,27 

— 

Kaolhielution 

1 

0,57 

1 

‘^>.58 0,57 

0,36 0,60 ! 

0,38 

— 

— 

(K.W. = 96) 









desgl. 

; 50 

0.57 

^ 24 

0,57 0.49 

— 





Die Zersetzungstemperatur der Kinase hat sich also mit der Reinigung nicht 
wesentlich geändert. Es ist indessen noch nicht sicher entschieden, ob diese Beobach- 
tungen über [244] die Hitzeinaktivierung eine Eigenschaft des Aktivators selbst kenn- 
zeichnen oder ob sie auf der Denaturierung eines mit ihm sehr eng assoziierten Be- 
gleitstoffes beruhen. 


Herrn Prof. Dr, R. WinkSTÄTTER, in dessen Privatlaboratoriuni diese Arbeit 
ausgeführt wurde, sei auch an dieser Stelle für seine Unterstützung mein wärmster 
Dank ausgesprochen. 

Auch der Rockef eller-Eoundation bin ich für die gewährten Mittel zu großem 
Danke verpflichtet. 


Zeitschrift für physiologische Chemie 142. S. 245 [1925]. 


100. TRYPSINBESTIMMUNG. 

Von Richard Willstätter und Hans Persiel. 

XII. Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Mitteilung aus dem Chemischen baboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 28. Oktober 1924.) 

Die II. Abhandlung dieser Reihe behandelte die Trennung der pankreatischen 
Enzyme bipase, Amylase und Trypsin, um die lipatische Komponente des Gemisches 
in enzymatisch einheitlichem Zustand zu isolieren. Das Trypsin ist weniger adsorbier- 
bar durch Aluminiumliydroxyd als bipase, und dieser Unterschied ist größer bei Ad- 
sorption aus saurer bösung als aus neutraler. Bei einmaliger Adsorption blieb schon 
der größere Teil des Tr5rpsins zusammen mit einem Teil der bipase und mit Amylase 
in der Restlösung zurück, und die wiederholte Anwendung des Verfahrens machte die 
bipase so arm an Trypsin, daß keine proteolytische Wirkung mehr nachgewiesen werden 
konnte. 

Bei jenen Versuchen wurde auf die Trypsinmengen, da keine für die gegebenen 
Verhältnisse brauchbare Bestimmungsmethode bekannt war, aus Aciditätszunahmen 
von Gelatine geschlossen. Gegen diese Schätzung haben sich aus der Untersuchung 
von E. WAbDSCHMiDT-bbiTZ^ über Enterokinase Bedenken ergeben. Darin wurde 
erkannt, daß die [246] Enterokinase infolge ihrer im Vergleich zum Trypsin ausgepräg- 
teren Adsorptionsaffinität sogar dem aktiven Enzym, also dem Komplex Trypsin -f 
Enteroldnase durch Adsorption aus saurer bösung entzogen werden kann, so daß in 
der Restlösung inaktives Trypsin zurückbleibt. Es ist also im Adsorptionsgange der 
II. Abhandlung kaum zu vermeiden, daß das Trypsin in einem Teile der I^ösungen aus 
voll aktivem in unvollständig aktivierten Zustand gelangt, und es ist nötig, das Tryp- 
sin für jede Bestimmung mit Enterokinase aufzuladen. 

Noch ein anderer Umstand, der die Trypsinbestimmung erschwert, ist aus der* 
WAbDSCHMiDTschen Arbeit über Enterokinase erkennbar geworden. Bei der beginnen- 


* Diese Zs, Bd. 132, S. 181 [1923/24] [Ahh. 92). 
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(Jen Autolyse der Pankreasdrüse entstehen Hemmungskörper, welche die Wirkung 
des Aktivators herabsetzen und sogar ganz aufzuheben vermögen. Ähnliche Hem- 
muugskörper bilden sich auch in pankreatischen Auszügen. Daraus ergibt sich, daß 
in einem aus Trypsin, Hemmungskörpem und Aktivator gebildeten System auch mit 
Störungen der quantitativen Bestimmung gerechnet werden muß, die auf der Ab- 
trennung von Hemmungskörpem bei den Adsorption svorn all men beruhen. Es ist in 
einem solchen System nicht mit Sicherheit möglich, aus der enzymatischen Leistung 
auf die Enzymmenge zu schließen. Abweichungen werden in um so größerem Maße 
Vorkommen, je mehr dem Organmaterial Gelegenheit zu autolytischen Veränderungen 
geboten war. Dieser Nachteil wird sich nur durch ausgleichendc Hemmung oder durch 
vollkommenere ausgleichende Aktiviemng, als die Enterokinase sic leistet, überwinden 
lassen. 

Für die quantitative Bestimmung des Trypsins versuchen wir, ein praktisch brauch- 
bares Verfahren auszubilden, das z. B. bei Versuchen der fraktionierten Adsorption 
und Reinigung der pankreatischen Enzyme anwendbar sein soll. Die umfassende 
Literatur früherer Trypsinbestimmungeii zu besprechen, mag sich erübrigen, da sie 
soeben in C, Oppenheimers Handbuch ,,Die Fermente" ^ im IV. Hauptteil ,, Physi- 
kalische Chemie und Kinetik" [247] von R. Kuhn behandelt worden ist. Unser Ver- 
fahren besteht in der alkalimetrischen Messung der Gelatinehydrolyse (in alkoholischer 
Lösung nach R. Wielstätter und E. Waldschmidt-Leitz) und unterscheidet sich 
von der früheren vSchätzung zunächst durch die Anwendung von Enterokinase zu 
möglichst vollständiger Aktivierung des Enzyms. Die Kinasewirkung kommt indessen 
im Laufe der tryptischen Eiweißspaltung nicht auf gegenüber der stark hemmenden 
Wirkung der Abbauproduktc. Die einfache Annahme wird von Nutzen sein, daß die 
Abbauprodukte z. B. die der Gelatine gleichartig wirken wie die bei der Organautolyse 
entstehenden Hemmungskörper. Das rasche zeitliche Abklingen der Eiweißspaltung 
macht es zweckmäßig, sehr kleine Enzymmengen an sehr großen Substratmeugen 
und in kurzen Zeiten zu messen. Dann sorgt ein konstanter Vorrat von Enzym-Sub- 
stratverbindung so lange für gleichmäßigen Anfall von Spaltungsprodukten, als die 
Aktivierung der Enterokinase ausreicht, und als kein Enzym durch Zerstörung ver- 
loren geht. Es war in der Schätzungsweise der II. Arbeit fehlerhaft, daß größere 
Trypsinmengeu auf kleinere Mengen Gelatine einwirkten. Auch viele Versuche der 
Literatur sind mit zu großen Enzymmengen und zu langen Einwirkungszeiten an- 
gestellt. Es sei hier erinnert, daß J. H. Northrop^) aus dem Zusammenfallen seiner 
Wirkungs- p^~Kurve mit der Salzbildungs- /»„-Kurve des vSubstrats die bedeutsame 
Schlußfolgerung zieht, daß die Spaltung nur durch die Konzentration des Protemsalzes 
bestimmt werde. Wenn nun aber die Aktivitäts- /»„-Kurve bei kleinsten Enzymmengen 

^ 1;. Aufl., Leipzig 1924, besonders Lfg- 3 - , . , * t «a 

q Chem Ber Bd 54 S. 2988 [1931] und Abderhaldens Handbuch der biolc^LSchen Arbcits- 

methoden. Abt. I,' Teil 7. Heft 2, Lfg. 73 . S. 289 [1922] »■ ^ 3 )- 

*) Journ. of Gen. Physiol. V, Nr. 2, S. 263 [1932]. 
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sich zuspitzt ^ statt flach zu bleiben, so wird sich jene Folgerung nicht aufrecht halten 
lassen. 

Für die Trypsinbestimmung braucht man nicht das ^jj-Optimum, das noch zweifel- 
haft ist, und das bei kleineren [248] Enzymmengen als den bisher üblichen enger ge- 
funden werden dürfte. Es ist auch besser, hohe Pufferzusätze' zur Einstellung von. 
konstantem zu vermeiden. Wir stellen mit einer kleinen Menge n-NH3— NH4Ci- 
Gemisch i : 2 vom p^^ = 8,9 (für 30°), das mit der angewandten Gelatine p^ ~ wenig 
über 8 ergibt, einen Bereich günstiger Spaltung ein. Während in der II. Arbeit die Pan- 
kreasprobe auf fast das gleiche Gewicht Gelatine wirkte, ist im folgenden die Substrat- 
menge das 75 fache der trockenen Drüse gemäß folgendem Spaltungsansatz: 

IO mg Drüsenpulver in 1,2 ccm Wasser, während 30 Minuten mit 0,3 ccm Kinaseläsung 
aktiviert, 

2.000 ccm n-NHj- NH^Cl-Gemisch 1:2 und 3,5 ccm Wasser, 

5.0 ccm i5proz. Gelatinelösung, 

20 Minuten bei 37°. 

Die angewandten besten Gelatinesorten des Handels waren in bezug auf Acidität, 
Spaltbarkeit und Spaltungsverlauf nicht merklich verschieden. Die Konzentration 
ist so hoch gewählt und die Menge noch immer knapp, um bei den Titrationen an 
Alkohol zu sparen. 

Die Enterokinase war aus 5 g getrockneter Dünndarmschleimhaut mit 250 ccm 
“/20- Ammoniak in 2 Std. bei 30*^ dargestellt und im Faust-Heimschen Apparat auf das 
halbe Volumen eingeengt. 

37,5 g zerkleinerte Gelatine wurden in heißem Wasser gelöst und zu 250 ccm auf- 
gefüllt, mit Thymolzusatz, falls die Dösung aufbewahrt werden sollte. Die i5proz. 
Eösung blieb im Thermostaten von 37° flüssig. Für die vergleichende Bestimmung 
eignen sich wäßrige Trypsinlösungen, aus ibis2 g Pankreaspulver mit 100 ccm Wasser 
bereitet. Es ist am besten, das Organpulver mit wenig Wasser anzuteigen, darauf 
langsam, schließlich rascher mit der ganzen Menge des Wassers anzumhren und sofort 
zu filtrieren. Da die Filtration sich verlangsamt, ist das einwandfreieste Material der 
erste Teil des Filtrats, eine klare gelbliche Dösung, die tryptisch unwirksam ist, und 
in der beim Stehen sofort die Bildung des [249] Aktivators beginnt. Die aktive Lö- 
sung, die nicht haltbar ist, enthält aber schon Hemmungsstoffe. 

2.00 ccm a) mit 0,50 ccm Wasser, b) mit 0,50 ccm Ptiterokinase 40 Minuten vorbehandelt, 
spalteten in 20 Minuten bei 37° entsprechend a) 0.02, b) 2,28 ccm 0,2 n-KOH. 

2,00 ccm einer aktiven Lösung wirkten a) sofort entsprechend 2,00; b) nach 6 Stunden, 
entsprechend 1,35; c) nach 24 Stunden entsprechend 0,73 ccm 0,2 n-KOH. 

Die frühere Schätzungsweise mit zu wenig Substrat lieferte Umsätze, die noch 
nicht einmal der Schtitzschen Regel genügten. 

In 60 Minuten entsprach die Wirkung von 15 62,5 125 mg Pankreaspräparat III 

ccm 0,2 n-KOH: 0,82 1,19 1,52; 

von 0,20 1,0 5,0 ccm Glycerinauszug III . 

ccm 0,2 n-KOH: 0,71 i.io 1,68. 

3 Dies gilt auch für die -Abhängigkeit nach B. Wai,dschmidt-LEi1'z, V. Abh., Diese Zs. 
Bd. 132, S. 181 [1923/24X und zwar S. 198. 

9 Di^e Zs. Bd. 132. S. 204 [1923/24). 
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Mit dem verbesserten Verhältnis von Enzym zu Substrat ergab sich bei kurzer 
Versuchsdauer für Enzymmenge zu Umsatz ein Quotient, der sich der Konstanz nähert. 


20 Minuten bei 37°, frische Trypsinlosung < 

(i : 100): 

/ = 0,25 

0,50 

1 ,0ü caii Enzym 

II 

p 

0,58 

1,10 ccm 0,2 n-KOH 

V/ = 1.3 

1,2 

1,2 


/ = 0,50 

1 ,00 

2 ,(X) 

3,00 4,00 ccm Enzym 

X = 0,5s 


2,04 

2,67 2,91 ccm 0,2 n-KOH 

xlf= 1,2 

M5 

1,0 

( 0 . 9 ) ( 0 - 7 ) 

Mit gealtertem Pankreasauszug: 



f ^ 0,50 

1,00 

2,00 

4,00 ccm Enzym 

^-(0,27) 

0,40 

073 

1,35 ccm o,2n-KOH 

xlf = (0.54) 

0,40 

0-37 

0,34 


Bestimmungsmethode. Die gefundene Beziehung zwischen Enzymmenge 
und Grad der Hydrolyse wird inAbb. i wiedergegeben und der Bestininiungsmethode 
zugrunde gelegt. Es ist für diese zweckmäßig, einen Teil der Kurve aufzusuchen, wo 
die Titration schon ansehnliche Ausschläge gibt, aber der Verlauf sich vom linearen 
noch nicht w^t entfernt. Dieses Gebiet ist die S])altung entsprechend 1,2 bis 2 ccm 
o,2n-KOH. Als Trypsineinheit (T.[e].) bezeichnen wir die tryptische Leistung', 
die [250] unter den bestimmten Bedingungen Aciditätszuwachs entsprechend 2,00 ccm 
o,20on-KOH erzeugt. Die Bedingungen sind : Vorbehandlung bei 37*^ während 30 Minu- 
ten mit Enterokinase (0,3 ccm Auszug i : 50 
aus trockener Darmschleimhaut) ; Substrat 
o,75.g Gelatine; im Volumen von 12 ccm, ^ 
enthaltend 2 ,000 ccm n-NH3 — NH4C1-Puf- ^ 
fer 1 : 2; Dauer 20 Minuten bei 37°. Diese | 

Einheit ist enthalten in ungefähr 10 mg ^ 

Pankreaspulver (z. B. Nr. XVIII g) oder b 
0,2 ccm Glycerinauszug i : 16 oder 2 ccm | 

Wasserauszug i : 100. 

Ausführung: Die Enzymprobe von 1 Trypsimn enge und Spaltungsgrad, 

ungefähr 10 mg Trockenpankreas oder der 

äquivalenten Menge einer Eösung wird in Fläschchen mit Schliffstopfen von 15 bis 25 ccm 
mit 0,3 ccm (10 Tropfen) Enterokinaselösung und mit Wasser auf 1,5 ccm gebracht — 
bei verdünnten Enzymlösungen auf 5,0 ccm — und zur Aktivierung */2 Stunde auf 37 
erwärmt. Nach Auf füllen auf 5,0 ccm Gesamtvolumen setzt man 2,000 ccm n-Nll3 
NH4C1-Gemisch i : 2 hinzu, bläst rasch 5,0 ccm im Thermostaten erwärmte i5proz. 
Gelatinelösung aus vorgewärmter Pipette ein und schüttelt kurz durch. Nach 20 Minu- 
ten Dauer nimmt man das Fläschchen aus, dem Thermostaten und bricht die Reaktion 
durch Eingießen in 55 ccm siedenden absoluten Alkohol ab. Das Gefäß wird mit wei- 
teren 55 ccm des heißen Alkohols nachgespült, der zuvor mit einigen Tropfen 0,2 n-KOH 

' Das Zeichen [e] für die Einheit soll daran erinnern, daß noch keine genaue Messung der 
Trypsinmengen erreicht ist. 



Willstättcr, Enzyme. 
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eben alkalisch auf Thymolphthalein (0,5 ccm o,5proz. lyösung) gemacht worden ist. 
Man fügt sofort o,2n-alkoholische Kalilauge unter Schütteln hinzu, [251] bis zum Auf- 
treten eines schwach graublauen oder grünlichblauen Farbtones (Fehler ±0,05 ccm). 
I)ie trübe Flüssigkeit läßt sich bei Tageslicht leicht, bei gewöhnlichem Rampenlicht 
weniger sicher titrieren. 

Der von der gesamten Acidität der hydrolysierten Probe abzuziehende Betrag 
für den Titer der Gelatine, des Enzympräparats, des Puffers (und gegebenenfalls 
der zu prüfenden Zusätze) ist im Vergleichsversuch zu ermitteln. Bei der hohen Gela- 
tinekonzentration läßt sich das klumpenförmige Ausfallen der nicht angespaltenen 
Gelatine, wodurch große Titrationsfehler entstehen würden, nur durch geschicktes, 
rasches Vermischen mit dem heißen Alkohol verhüten. Man gießt den Ansatz des Ver- 
gleichsversuchs, der dem Spaltungsversuch, abgesehen vom Fehlen der Gelatine, genau 
nachgebildet und genau gleich behandelt worden ist, in einen weithalsigen Krlenmeyer, 
spült mit wenig Alkohol nach und neutralisiert nach Zusatz eines Tropfens Thymol- 
phthalein mit der Titrationslauge. Dann werden 5,0 ccm Gelatinelösung eingeblasen 
und rasch unter Umschwenken die restliche Hauptmenge der iio ccm siedenden 
Alkohols hinzugegeben. Die so erzeugte Milch, aus der sich höchstens feine Fäden ab- 
scheiden dürfen, läßt sich, wenn es so rasch wie möglich ausgeführt wird, ziemlich genau 
zu Ende titrieren (Fehler 0,10 ccm). 

Für den Spaltungsversuch und den Vergleichsversuch müssen die Alkoholmengen 
genau gleich sein, und die Temperaturen bei der Titration müssen gleich gehalten 
werden, da sich der Umschlagspunkt des Indicators mit der Temperatur verschiebt. 
Die Titrationsfehler überschreiten im allgemeinen nicht ioj T.-[e]. 

Die folgenden Beispiele mit getrockneter Pankreasdrüse und ihrem Glycerinauszug 
zeigen, wie bei zu geringen und besonders bei zu großen Enzymmengen, also außerhalb 
der geeigneten Kurvenstrecke, die aus der Abb. i abgelesenen Abszissenwerte sich von 
der Zahl der richtig bestimmten T.-[e]. entfernen. 


Mit Pankreaspräparat XVIII g 

2,00 

5.00 

10,00 mg 


0,54 

1,14 

2,20 ccm o,2n-KOH 

Absz.-W. 

0,24 

0,52 

1,14 

T.-[e]. her. 

0,23 

0,37 

1,14 

1 Mit Glycerinauszug i ; 16 

0,10 

0,20 

0,40 ccm 


1,14 

2,15 

2,52 ccm o,2n-KOH 

Absz.-W. 

0,52 

1,10 

1,38 

T.-[e], ber. 

0.55 

1,10 

2,20 


Zeitlicher Verlauf. Nur bei kleinen Trypsinmengen (o,2T.-[e].) ist der Spaltungs- 
verlauf bis über i Stunde Reaktionszeit hinaus linear (Abb. 2, Kurve I). 

0,23 T.-[e]. spalteten in t = 20' 40' 85' 

entsprechend x ~ 0,52 0,90 1,79 ccm o,2ü-KOH 

xjt — 0,026 0,023 0,021 

Mit steigenden Trypsinmengen (0,79 und i,io T.-[e].) läßt der zeitliche Verlauf 
(Kurve II und III) den hemmenden Einfluß der Spaltprodukte erkennen; Enzym- 
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Zerstörung und ungenügende Pufferung können auch noch Verzögening bewirken. 
Kur^^e II wird so zufällig eine Parabel. 

0,79 T.-[e]. i ^ 20' 40' 60' 

x= 1,66 2,49 2,^5 cciii 0,211-KOlI 

= 0,39 0,39 

Für das Bestimmungs verfahren ist deshalb die kürzeste Zeit gewählt worden, die 
anwendbar ist, ohne daß Zeitfehler die Genauigkeit herabsetzen. 

Einfluß von Zusätzen, Vom Glycerin 
hat E. Wai^dschmidt-Leitz^ gezeigt, daß es die 
Kinasewirkung hemmt ; dieser Einfluß kann mit 
mehr Kinase überwunden werden. Eine Störung 
der Trypsinbestimmung macht sich erst bei 
[253] einem Gehalt von mehr als i ccm Glycerin in 
der Bestimmungsprobe geltend, also nur, wenn 
eine glycerinreiche Lösung (Elution aus Adsor- 
bat) zu analysieren ist, die wegen geringen En- 
zj^mgehaltes nicht für den Aktivierungsansatz 
mit Wasser verdünnt werden darf. In diesem 
Falle ist mehr Kinase zu ven\’enden.. 

Die zu untersuchenden Lösungen (Restlösung vom Adsorbat) enthalten oft Am- 
monacetat. Der Gehalt im Bestimmungsansatz soll weniger als i Milliniol betragen, 
sonst ist mit der Möglichkeit einer Hemmung zu rechnen. 

Zusätze von Na-Oleat (lomg) mit CaCL (10 mg), sowie von Na-Glykocho!at 
(10 mg), die für die Lipasewirkung viel aiismachen, sind bei der Trypsinbestimmung 
ohne Einfluß. 

Hemmung durch Albumin. Die mit vSerumeiweiß viel untersuchte Trypsin- 
hemmung erfolgt auch unter den Bedingungen des Bestimmungsverfahrens, nicht 
nur vor dem Zusatz der Enterokinase, sondern auch nach der Aktivierung. Wir be- 
obachteten sie mit käuflichem und mit frisch bereitetem Eieralbumin, sei es, daß der 
Zusatz vor oder nach der Behandlung des Trypsins mit Kinase geschah. Durch 3 mg 
Albumin wurde das Trypsin (rund i T.-[e].) vollständig, mit I mg nur zum größeren 
Teile gehemmt. 

Pur je 2,00 ccm von drei verschiedenen Pankreasimszügen ergab die Bestimmtmg a) 0,88, 
b) 0,85, c) 0,78 T.-[e]. 

Auf Zusatz von 4 mg frisch bereitetem Albumin vor der Aktiv, von a: o T,-[e]. 

>, ,, 3 käuflichem ,, ,, ,, b: o ,, 

M 2 „ ,, ,, ,, ,, ,, ,, b: 0,06 

M T- ,1 M ,, ,, ,, ,, ,, b: 0,30 ,, 

>. ,, 3 n ,, nach ,, ,, ,, c: o 

Wenn in üblicher Weise aktiviertes Tr^^psin auf Albumin als Substrat unter 
ähnlichen Bedingungen wie auf Gelatine einwirkt, so erfolgt Spaltung, wenn 



Abi). 2. Zeitlicher Verlauf der Tryp.siii- 
s[)altuiig. 


* Diese Zs, Bd. 132, S. 181 [1923/24], und zwar S. 213 (Abh.gQ). 
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denaturiertes Albumin angewandt wird, aber nur sehr langsam bei frisch bereitetem 
Kieralbumin. 

0,50 g Albumin, denaturiert, wurden in 20 Minuten von 1,2 T.-[e]. gespalten, entsprechend 
einem Verbrauch von 0,82 ccm n-KOH, d. i. etwa halb so viel wie Gelatine. Hingegen wurden 
0,50 g frisch bereitetes Albumin von 2,2 T.-[e]. in 2 Stunden nur entsprechend 0,55 cem 0,2 n-KOH 
gespalten, d. i. etwa 4omal weniger als Gelatine. 

Trypsinhemmung wird also hervorgerufen durch das natürliche Eiweiß, ferner 
durch die bei den ersten autolytischen [254] Vorgängen aus der Drüse gebildeten Stoffe 
und drittens durch Produkte der tiefgreifenden Gelatinespaltung. Es ist hiernach 
und nach manchen anderen Beobachtungen nicht ganz uiiwahrscheinHch, daß die 
Enterokinase in der lebenden Pankreasdrüse fertig vorkommt, daß aber ihre Wir- 
kung auf Trypsin durch einen Eiweißkörper hintangehalten wird, der wie Eieralbumin 
wirkt. Die Kinase würde dann bei der beginnenden Autolyse nicht gebildet, sondern 
durch Veränderung der Eiweißsubstanz freigelegt und weiterhin von den mehr und 
mehr aus dem gesamten Drüsenmaterial entstehenden Abbauprodukten wieder un- 
wirksam gemacht. Die Hemmung kann durch Anlagerung des Hemmungskörpers 
erstens an Enterokinase oder zweitens an Trypsin zustande kommen. Es wird möglich 
sein, mit Adsorptionsversuchen zu entscheiden, ob zur ersten oder zweiten Art und 
Weise der Hemmung die Albuminwirkung, und ob, was sehr wahrscheinlich ist, zur 
zweiten die Wirkung der niederen Peptide zählt. 

Fraktionierte Adsorption des Trypsins. Die Trennung des Trypsins von 
der pankreatischen Lipase durch Tonerdeadsorption nach dem Verfahren der 11 . Ab- 
handlung' wurde mit der verbesserten Trypsinbestimmung nachgeprüft. Das Ver- 
fahren ist ziemlich schwierig und nicht leicht reproduzierbar. Es nützt nämlich nur 
einen quantitativen Unterschied in der Adsorption aus, um das Verhältnis der Kompo- 
nenten des Enzymgemisches zu verschieben. Dieses Verhältnis, das in dem angewand- 
ten Glycerinauszug der Pankreasdrüse 1 T.-[e]. : 0,6 L.E. betrug, verschob sich am 
günstigsten, nämlich auf i T.-[e]. : 3,6 bis 3,7 L.E., bei unvollständiger Adsorption der 
Lipase, so daß z. B. nur zwei Drittel der Lipase in das Adsorbat übergingen. Es bedarf 
also, wie in der II. Abhandlung angegeben, der wiederholten Ausführung des Ver- 
fahrens, und zwar besser mit nur teilweiser Adsorption der Lipase, um die letztere 
praktisch frei von Trypsin zu gewinnen. 

T.-[e]. L.T. L.: T. 

Geklärter Glyceriiiauszug Ö8; 77 42 0,6; 0.55 

Restlösiuig nach Adsorption mit Tonerde C (0,34 g) ... . 86; 77 15 

Elution aus dem Adsorbat 5.0; 4.8 18 3,6; 3,75 

[255] Die fraktionierte Adsorption der wäßrigen Pankreasauszüge gewährt einen besseren 
Einblick in die Fehler, die der Bestimmung des Trypsins anhaften, wenn sie zur Mes- 
sung der Enzymmengen dienen soll. Die Pankreasauszüge wurden in Mengen von 
100 ccm (50 T.-[e].) frisch bereitet (i bis 4 Stunden alt) , aber sie waren, wie es bei der Fil- 
tration größerer Mengen der Fall zu sein pflegt, nicht inaktiv und daher auch nicht als 


* Diese Zs. Bd. 125, S. i72ff. [1922/23]. 
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frei von Hemnmngsstoffen zu betrachten. Die Adsorption mit Tonerde C (25 mg für 
IO T.'[e].) und die Elution mit ""/io- Ammoniak (20 ccm für 10 T.-[e].) unter Zusatz von 
etwas Phosphat nahmen wir so rasch wie möglich vor (Versuclisdauer i bis 2 Stunden). 
Es ist nicht zu bezweifeln, daß dabei Enzyinverluste Vorkommen, z. B. durch Zurück- 
bleiben in der Tonerde. Dennoch überschreiten bei den in der Tabelle verzeichneten 
Versuchen die Summen der Anteile in den Restlösungen und in den Elutionen in allen 
Fällen die angewandten Eiiz3unmcngen durchschnittlich um fast 50%, Daraus geht 
hervor, daß die Enzymlösungen an die Tonerde Heiunnmgskör|:ier abgegeben haben, 
die ebenso wie die Enterokinase (nach E. Wai,dschmidt-Ekitz) leichter adsorbierbar 
sind als Trypsin. Sie sind ganz oder teilweise in der Tonerde zurückgeblieben. Allein 
die Enzymmengen in den Restlösungen kommen ungefähr den angewandten Mengen 
gleich. Wenn man von der Adsorption aus neutraler Lösung absieht, so scheint sich 
mit zunehmender Acidität die Abtrennung der Hemmungskörper zu verbessern, die 
Summe der tryptischen Leistung von Restlösung und Elution anzusteigen. 


Tabelle. 


Tryptische Leistung bei Fraktionierung durcli Touerdcadsorptioii. 




3,« 

4,^ 

4.7 

5.3 

7.0 

I. Versuch 

Restlösung 

; 10,9 

10,2 

8,6 1 - - 




7 , 9 T.-[e]. 

Elution aus Adsorbat 

2.5 

2,0 

2,1 

- 


2. Versuch 

Restlösung 


— 

9,6 ' 9,6 

7.5 

n ,3 

10,0 T.-[e].] 

[Elution aus Adsorbat 

— 


4.9 4.3 ^ 

3.5 

9,0 

3. Versuch j 

[ Restlösung 


8,4 

7.5 ^ — 

5 >5 

1 0,3 

10,2 T.-[e]. ' 

[Elution aus Adsorbat 

— 

5.6 

7.4 

6,4 

! 6,9 

Summe (in % der Ausgangslösung) 

! 170 

; 155; HO 

i35;u5;Uo; 140 

^ n 0 ; 1 20 

175; I3'> 


[256] Die bei dem Bestimmungsverfahren angewandte Aktivierung hat also die Ein- 
flüsse der vorhandenen Hemmungskörper nicht auszuschalten vermocht, die Akti- 
vierung ist nicht eine vollkommen ausgeglichene, wie es bei der Bestimmung der Pan- 
kreaslipase erreicht zu sein scheint. Um die Bestimmung der tryptischen Leistung zu 
einer genauen Bestimmung der Trypsin men gen zu machen, wird es notig sein, die 
Bildung der Henimungskörper auszuschalten oder die Aktivierung noch zu verstärken. 
Dafür ist noch keine Methode bekannt, da die Enterokinase nicht auszureichen scheint. 
Die Fraktionierung durch Adsorption ist nützlich für die Auflösung der Aggregate von 
Enzym + Aktivator -f Hemmungskörper und zur Nachprüfung der quantitativen 
Bestimmung. 
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loi. ÜBER DAS Ph“OPTIMUM DER MAGENLIPASE 
VERSCHIEDENER TIERE. 

Von Felix Haurowitz und Wilhelm Petrou, 

XIII. Abhandlung über Pankreasenzyme. 

Von Richard Willstätter und Mitarbeitern. 

(Ausgeführt iiii Medizinisch- chemisclieii Institut der deutschen Universität in Prag.) 
iMit I Abbildung im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 21. Januar 1925.) 

Die optimale Acidität der Fettspaltung durch Enzyme liegt bei der Pankreaslipase, 
der Leberestcrase und der Serumesterase der bisher untersuchten Tiere im Bereiche 
von etwa /»h — 7 bis ~ 8. Dagegen wirkt die Magenlipase bei saurer Reaktion 
stärker hydrolysierend als in neutralem oder schwach alkalischem Medium und eignet 
sich daher zu vergleichenden Untersuchungen über das ;^H-Optimum. Willstätter, 
Haurowitz und Memmen zeigten vor kurzem (IX. Abhandlung), daß die Aktivitäts- 
^H-Kurve der rohen Magenlipase bei Reinigung weitgehende Veräiidcrnngen erfährt, 
daß dieselbe von den Begleitstoffen des Enzyms stark beeinflußt wird. Es war ihnen 
durch Reinigungsverfahren gelungen, die in saurem Medium optimal wirksame Magen- 
lipase des Hundes in eine Lipase zu verwandeln, die in alkalischem Medium stärker 
hydrolysiert. Es war „hiernach wahrscheinlich, daß auch die Lipase des menschlichen 
Magens, wenn man sie nur einigen Reinigungsoperationen unterwirft, im alkalischen 
Gebiete günstiger als im sauren wirken wird“. Es schien ferner nach den untersuchten 
Beispielen „als sei die Magenlipase der Carnivoren ... für saures Medium eingestellt, . . . 
[69] die Mageulipase der Herbivoren dagegen für die Wirkung in alkalischem Medium“*. 

Wir sind Herrn Geheimrat Willstätter für die Anregung, die beiden Fragen ein- 
gehender zu prüfen, und Herrn Hofrat Zeinek für die Erlaubnis, die Untersuchungen 
in seinem Institut auszuführen und für einen großen Teil des Untersuchungsmaterials 
zu besonderem Dank verpflichtet. 

^ Siehe IX. Abhandl, Diese Zs. Bd. 140, S. 205 u. 215 [1924] {Abh.gy). 
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Unsere Untersuchung ergab, daß sich die menschliche Mageiilipasc bei der 
Reinigung ähnlich der Hundemagenlipase verhält und daß sic danach in alkalischem 
Medium tatsächlich stärker als in saurem wirkt. Sie ergab ferner, daß die Uage 
des ^jj-Optimums der Mageiilipase der untersuchten Tiere für j e de Spezies außer- 
ordentlich konstant ist; es liegt bei Raubtieren, ferner bei Hasen und Kaninchen 
zwischen — 5,5 und 6,3, bei anderen Nagetieren, ferner beim Maulwurf, Pferd 
und Schwein zwischen = 7 und = 8; bei Vögeln, auch Raubvögeln, ferner bei 
Fischen wirkt die Magenlipase optimal bei schwach alkalischer Reaktion. 

Der Gehalt an Lipase schwankt sehr stark; doch enthält i cg Trockensubstanz 
beim Menschen, bei den Raubtieren und Nagetieren die größten Mengen; kleinere 
Mengen finden sich bei Vögeln und Fischen. Bei den Wiederkäuern und den Tanbcn 
konnten wir das Vorkommen einer Jlageulipase nicht fest stellen. 

Experimenteller Teil. 

I. Uber die Reinigung der Magenlipase des Menschen. 

Bearbeitet von F. Haurowitz. 

Die Magenlipase des Mensclien ist von Davidsoiix^ eingelien^l untersucht worden, lijr fand 
ihre Aktivitäts-/)n -Kurve von jener der Pankreaslipase vollkoiimieu verschieden und schließt 
auf Grund dieser Differenz auf eine Verschiedenheit beider Lipasen, l'ls schien uns daher wiin- 
sdienswert, die au der Hundeniagenlipase gewonnenen Erfahrungen au der inenschlichen Magen- 
lipase nach zuprüfen. Denn wenn sich die in saurem Gebiet optimal wirkende Lipase in eine 
solche mit alkalischem Wirkungsoptimum verwandeln ließe, so dürfte die AkUvitats>/?ji-Kurv(‘ 
[70] nicht als Kriterium zur Unterscheidung zweier Lipasen angesehen werden (vgl. IX. Abh., 
S. 217 bis 218). 

Wir verwandten als Ausgangsniatcrial frische, nicht autolysierte, gesunde Magen, 
präparierten die Schleimhaut ab und reinigten deren rohen ammoniakalischcn Auszug 
durch Essigsäurefällung, Elektrodialyse, Voradsorption in konzentrierter Lösung mit 
Kaolin, Adsorption der verdünnten Restlösung mit großen Mengen Kaolin und Elution 
mit Ammonphosphatglyceringemiscli nach den Vorschriften der IX. Abhandlung. 
Die Bestimmung der Lipase geschah nach den gleichen Vorschriften durch stalagmo- 
metrische Messung der Tribut^Tinliydrolyse. — > Die Ausbeute war geringer als bei der 
Hundemagenlipase, da sich die menschliche Magenlipase nur schwer durch Kaolin 
adsorbieren läßt. 

Viel bessere Ausbeute erhielten wir, wenn zur Hauptadsorption an Stelle des 
Kaolins Tonerde- Gel Sorte C^) verwendet wmrde. Das Wirkungsoptimum verschob 
sich durch diese Reinigung von ~ 5 bis 6 nach etwa — 8. 


Beispiel: 

Pii=^A ’7 So 0,3 7,1 7,9 8,6 

Rohauszug I. . . 7,0 11,0 11,0 6,0 2,0 0,25 B.E. aus 2,8 cg Mucosa 

gereinigt i,i i.i 1,1 1,7 2,5 0,7 B.E. aus 2,8 cg 

Rohauszug II . . i.o 1.5 2,0 i,i 0,4 0,3 B.lv. aus 3,6 cg 

gereinigt 0,3 0,3 0,3 0,5 0,55 0,3 B.E. aus 5,4 cg „ 


^ Biochem. Zs. Bd. 45. S. 284 [1912] und Bd. 49, S, 249 [1913]. 

’) Nach WiLbSTÄTTER und Kraut, Chem. Ber. Bd. 56, S. lu; [1923] {Abk 27). 
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F. HAUROWIXZ und W. PETROU: 


Aus dt:n im Beispiel angegebenen Zahlen geht die Verschiebung des optimalen Wirkungs- 
bereiches deutlich hervor; es war jedoch auffallend, daß die Wirksamkeit unserer Rohauszüge 
im alkalischen Gebiet verhältnismäßig groß war, größer als die von Davidsohn beobachtete. 
Dies konnte daran hegen, daß wir den Auszug der trockenen Schleimhaut verwendeten, 
Davidsohn aber den Magensaft. Wir haben deshalb einerseits frischen Magensaft (nach fett- 
freiem Probefrühstück) filtriert und das Filtrat untersucht, andererseits den gleichen Magensaft 
durch die 10 fache Menge Aceton gefällt, die Fällung mit Aceton und Äther getrocknet und mit 
”/4o-Nir3 extrahiert. Wir fanden tatsäclilicli eine Veränderung, indem durch diese einfache 
Reinigungsmaßnahine die Wirksamkeit im alkalischen Gebiete stark anstieg. 


Pn 

= 47 

57 

6,3 

77 

7,9 8,6 

Magensaft frisch . . , 

67 

77 

8,4 

57 

2,0 0,5 B.E. in I can 

Magensaft gereinigt . . 

6,2 

6,4 

77 

6,0 

2,2 1,6 B.E. in I ccm 


[71] Durch die Eehandhmg mit Aceton und Atlicr werden demnach Substanzen abgetrennt, 
die bei pn ~ 8.6 hemmen, so daß unsere Schleimhautextrakte beim Vergleich mit dem nativen 
Magensaft als zum Teil gereinigt betrachtet werden müssen. 

Die Abbildung zeigt die Aktivitäts-/)jj'K^rv^ii rohen (I), des gereinigten 
Schleimhautauszuges (II) und vergleichsweise die von Davidsohn angegebene 



Äktivitäts-pH’Kurven des rohen (I) und des gereinigten Schleimhautauszugs { II) vom Menschen; 
/5 h -K urve des Magensaftes nach Davidsoiin (III). 

Aktivitäts-/>H'Kun^e des Magensaftes (III). Zur Darstellung wurde die von David- 
sohn verwandte Methode gewählt, bei der die optimale Wirkung gleich 1,00 ge- 
setzt wird. 


2. Über die ^n'^^l^l^ängigkeit der Magenlipase verschiedener Tiere. 

Bearbeitet von W. PkXrou und F. PIaurowiTz. 

Zur vergleichenden Untersuchung der Magenlipase verschiedener Tiere wurde 
das Untersuchungsmaterial nach den in der IX. Abhandl. angegebenen Vorschriften 
präpariert. Bei kleineren Tieren war es jedoch nicht möglich, die Schleimhaut des 
Magens abzutrennen; es wurde in solchen Fällen der ganze Magen verarbeitet. Da er- 
fahrungsgemäß der Butyrasewert der Schleimhaut etwa 4 mal großer ist als jener des 
Gesamtmageiis, wäre — um Vergleichswerte zu gewinnen — der in solchen Fällen an- 
gegebene Enzymwert mit 4 zu multiplizieren. Die betreffenden Versuche sind in der 
Tabelle durch die Bezeichnung „total" gekennzeichnet. 
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[72] [73] Tabelle. Magenlipase verschiedener Tiere: pH-Abhängigkeit. 


Kr. 


1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

1 1 

12 

13 

14 

15 

16 
T 7 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 


25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 


35 
35a 

36 

37 

38 

39 

40 


41 

42 
42a 

43 

44 

45 

46 

47 




scheiiib 

uer Biityrascwert bei 

i 7,1 7,9 ; 


Optinuun 

l)ti 


Ph = 4,7 I 

5-5 i 

Hund I 

0,004 

0,012 

0,010 

(0,006) 

(0,008) 

(0,011) 

5.5 

Hund II 

0,0005 

0,{X)i7 

0,0009 

0,0O0() 

0,0006 

0,0005 

6,3 

Hvmd III 

0,12 

0,17 

0.21 

0,20 

Ü,I I 

0,03 

64 

Hund IV 

0,04 

0.06 

0,14 

0,065 

0,04. 

0,01 

6,3 

wilde Katze I 

0,7 

1 J 

0.8 

0,7 

0,6 

0,25 

'i .5 

Hauskatze II 

0,04 

0,07 

0,06 

0,04 

0.02 

0,01 

54 

Hauskatze III 

0,03 

0,047 

043 

043 

0,02 

0,013 

5.5 

Fuchs I 

0,0003 

0,0007 

0,0005 

(0,0002 ) 

(0,0006) 

'0,0006) 

(5.5) 

Fuchs II 

0,0005 

0,0012 

o,üo6o 

0,0015 

0,0023 

0,0012 

6.3 

Wiesel I total 

0,2 

0,24 

0,16 

0,1 

0,12 

0,1 

54 

Wiesel 11 total 

0,007 

0,010 

Ü, 0 I I 

0,01 5 

0,014 

verloren 

7.1 

Steimuarder 

0,000 1 2 

0,00012 

0,0001 5 

0,00022 

0,00020 

0,(X)02 5 

( 7 . 9 ) 

Hase I 

0,12 

0,15 

0,12 

0,06 

0,03 

0,007 

5.5 

Hase II 

Ü2 

14 

0,4 

(>43 

0,3 

0,16 

54 

Kallinchen I 

0,06 

0,1 

0,1 1 

0,08 

0,04 

0 ,CX 76 

6-3 

Kaninchen II 

0,009 

0,013 

0,040 

0,030 

0,030 

0,004 

6,3 

Hamster total {Cricetus frmu.) . 

Spur 

0,06 

0,1 T 

0,15 

0.14 

0,12 

7.1 

weiße Ratte I total 

0,050 

0,055 

0,066 

0,13 

o,n 

0.055 

7.1 

weiße Ratte II total 

0,010 

0,01 I 

0,017 

0,018 

0,025 

0,018 

7.9 

weiße Maus total 

0,016 

0,017 

0,20 

5.6 

8,1 

1 ,0 

7.9 

Meerschweinchen I total. . . . 

0,006 

0,007 

0,008 

0,009 

0,010 

<.),oü7 

7.9 

Meerschweinchen 11 total . . . 

0,0044 

0,0040 

0,0056 

0,0064 

0,0064 

0,0060 

7 . 1 — 7 . 

Fichliörnchen I total (Sciurus 








vulg.) 

0,010 

0,010 

0,025 

0,030 

0,040 

0.033 

7.9 

Eichhörnchen II total (Sciurus 








vulg.) 

0,007 

ü,oo6 

o.ooS 

0,012 

0,010 

0,009 

7.1 

Maulwurf total (Talpa europ. L.) 

0,008 

o,ooS 

0,020 

i 0,035 

0,030 

0.030 

7 . 9 — 8 ,' 

Pferd I 

o,o(^3 

0,006 

0,009 

; 0,012 

0 ,ÜII 

o,(xi6 

7.1 

Pferd II 

0,0002 

0 ,(XJ 02 

! 0,00035 

: 0,0050 

0,0055 

. Spur 

7.9 

Schwein 

0,004 

o,üu8 

■ 0,01 1 

; 0,013 

: 0,011 

^ o,oü8 

7 -f 

Schaf I 

0,0043 

0,0090 

0,012 

0,010 

0,010 

Spur 

6.3 

Schaf II 

0,0002 

0,0002 

' 0,0003 

■ 0,0004 

0.00045 

0,0004 

(7.9) 

Schaf III 


keine 

Wirkung beobachtet 



Rindl 

0 

0 

0,0004 

0,0001 

0.00006 

0 

( 6 , 3 ) 

Rind II 

0 

0 

0,0003 

; 0,0001 

0.00006 

0 

( 6 , 3 ) 

Rindlll 

0 

0 

0,0004 

0,0007 

0 

0 

(7.0 

Seetaucher (Urivator arct.) I. . 

0,004 

0,006 

0,012 

0,016 

, 0,020 

0,025 

8,6 

Seetaucher (Urivator arct.) la . 

0,0014 

0,0023 

0,0046 

0,0069 

0,008 

0,007 

7.9 

Seetaucher (Urivator arct.) II . 

0,0004 

0,0004 

0,0010 

0,0010 

0,001 5 

0,000/ 

7.9 

lyachmöve (Earusrid.) . . . . 

0,003 

0,0033 

0,0052 

0,005 

o,a 76 

o.(Jo 55 

7.9 

Säger (Merganser serr.) , . , . 

0,009 

0,009 

0,006 

0,006 

0,017 

0,028 

8,6 

Gans I 

0,00024 

,1 o,üOo8 

0,0014 

0,0017 

0,0024 

0,001 6 

7.9 

Gans II 

.0,00045 

j 0,00090 0,0009 

0,00 1 2 

0,0013 

' 0,001 

7.9 

Truthahn (Meleagris gallopavo) 
Fasan (Phasian. colcliicus) I . . 
Fasan (Phasian. colchicus) la , 
Fasan (Phasian. colchicus) II . 
Birkhuhn (Tetrao tetr.) , . . . 
Birkhuhn (Tetrao tetr.) . . . . 

Huhn 

Huhn 

0.0009 

0.004 

0,0037 

0,0004 

0,0003 

0,00023 

0,0006 

0,00025 

: 0,0009 0,002 
0,004 0,005 

0,0053 1 0,009 
0,0004 ! 0,0006 
0,0003 * 0,0007 
0,0003 1 o,oüo8 
0,0008 ^ 0,0010 
0,00029; 0,0005 

0,003 

0,008 

0,011 

0,0016 

0,0006 

1 0,0005 
' 0,0008 
0,0009 

' 0,006 
o,üoy 
0,015 
0,0023 
' 0,0004 
0,0007 
o,Oüo6 
0,0032 

0,01 1 
0.007 
0,010 
0,002 

O.OfJOOi* 

o,ofX)4 

0 

o , W43 

8,6 

7.9 

7.9 

7.9 

( 6 . 3 ) 

( 6 . 3 ) 
( 6 . 3 ) 
8,6 
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F. HAURomTz und W. Petrou: 


Tabelle (Fortsetzung). 


■ 


scheinb.ifer Butyrasewert B.-[w]. bei 

Optimum 

PH 



5,5 

6.3 1 7,1 

7,9 

8,6 


48 

Taube I 


keine Wirkung beobachtet 

. — 

49 

Taube II 


keine Wirkung beobachtet 

— 

50 

Bussard (Buteovulg.) 

0,001 

0,0008 

0,0015 1 0,006 

0,01 1 

0,027 

8,6 

51 

Gabelweihe (Milvus reg. ) . . . 

0,006 

0.013 

0,031 I 0,094 

0.15 

0,19 

8.6 

52 

Sperber (Nisus) I 

0 

0,007 

: 0,024 j A03 

0,036 

0,085 

8,6 

53 

Sperber (Nisus) II 

0 

0,001 

i 0,0016 1 0,0022 

0,0033 

0,0016 

7.9 

54 

Hecht (Esox lue.) total .... 

0 

0,003 

0,003 0,003 

0,003 

0,007 

8,6 

55 

Zander (Ludoperca Sandra) I . 

0,007 

0,OT2 

0,017 i 0,025 

0,037 

0.043 

8,6 

56 

Zander (Lucioperca Sandra) II . 

0,003 

0.003 

0,004 0,005 

0,0053 

0,006 

8,6 

57 

Zander (Lucioperca sandra) III 

Spur 

vSpur 

0,0003 0,0007 

0,001 

0,0007 

7.9 

58 

Karpfen (Ciprhi. carp.) total I. 

o,üüo8 

; 0,001 

1 0,0016 1 0,0022 

0,0022 

0,0014 

7 . 1 ^ 7.9 

59 

Karpfen (Ciprhi. carp.) total II 

0,0003 

1 0,0003 

! 0,0007 ‘ 0,0007 

0,0003 

' SplUT 

(6,3-7.!) 


Aus der Tabelle ersieht man, daß die I>age des /jjj'Öptimums für jede Tierart 
konstant ist und nur innerhalb enger [74] Grenzen schwankt. Die in der IX. Abhandl. 
(S. 2x4) mitgeteilten /jjj-Optima wurden ausnahmslos wiedergefunden, doch ergab die 
Prüfung weiterer Tierarten, daß die Nahrung ohne Einfluß auf die Tage des Opti- 
mums ist. So weisen die Raubtiere zwar vorwiegend ein im sauren Bereich gelegenes 
Wirkungsoptimum auf, dagegen Raubvögel und Raubfische ein im alkalischen Bereich 
liegendes Optimum. 

Auffallend vSind die individuellen Schwankungen im Tipasegehalt. ySo war 
bei einem Hund (s. IX. Abhandl.) B.-[w]. = 0,4 bis 3,9, bei einem anderen (s. Vers. 2) 
0,0005 bis 0,0017 • Prüfung der Reagenzien ergab, daß die Ausbeute unabhängig 
davon ist, ob reinstes Aceton und NH3 zur Verwendung gelangen oder die Präparate 
des Handels. Ein gewisser Verlust kam häufig dadurch zustande, daß die Präparate 
aus äußeren Gründen mehrere Tage lagerten, bevor wir sie erhielten. Vielleicht ist 
auch an Einflüsse der Jahreszeit zu denken. 

Bei den Vögeln wurden in Cuticula und Drüsenmagen annähernd gleiche Eipnse- 
meiigen gefunden. In den Versuchen 35 a, 39, 41, 42 a, 44 a, 45, 48 und 49 wurde nur 
die Cuticula untersucht, in den Versuchen 35, 40, 42, 44 nur der Drüsenmagen. — Bei 
den Wiederkäuern untersuchten wir bloß den Labmagen. 

Bei dem niedrigen Lipasegelialt der Magen der Wiederkäuer, Vögel und Fische mußten 
einige Fehlerquellen berücksiclitigt werden. Vor allem wurde in Leerversuchen die durch die 
Puffer bewirkte Spaltung ermittelt und die dadurch verursachte Tropfenabuahme — nur bei 
= 8,6 — von dem beobachteten Wert abgezogen. — Ferner war an Verunreinigung durch 
Fankreaslipase zu denken. Takata* hat gezeigt, daß die menschliche Magenhpase durch 
n/50-NaOH in I Stunde zerstört wird, während die Fankreaslipase erhalten bleibt. Tatsächlich 
gelang es uns in den Versuchen i und 8, in denen wir anfangs 2 Maxima gefunden hatten, nach 
Einwirkung von Na OH noch Hpatisches Enzym nach zu weisen, das wahrscheinlich Pankreas- 
lipase sein dürfte, denn beide genannten Präparate waren gallig imbibiert. Durch entsprechende 
Korrektur wurden die eingeklammerten Werte erhalten. Der Methode Takatas kann jedoch 
keine allgemeine Gültigkeit [75] zukommen, denn die verschiedenen Tiere verhielten sich voll- 
kommen different ; während die Lipase des Eichhörnchens (Vers. 24) durch NaOH ihre Wirk- 


* Zs. f. klin. Med. Bd. 98, S. 120 [1924]. 
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sainkeit vollkommen verlor, verlor sie jene des Kaninchens (Vers. i6) bloß ini alkalischen (t) 
Bereiche; jene des Bussards (Vers. 49) und des Zanders (Vers. 56) blieb durch NaOH unbeeinflußt. 

Es ist daher mit der stalagmometrischen ^Methode — und eine andere ist wegen der geringen 
Werte kaum anwendbar — nicht mit Sicherheit zu entscheiden, ob Beimengungen von Pankreas- 
lipase Yorlicgen. 

Schließlich wurde, da die Versuche wegen der geringen Lipasewerte lauge Zeit währten . 
an Bakterienwirkuug gedacht. Um diese auszuscliließcii, wunde in einigen Fallen der Sclilcim- 
haiitauszng bei schwach ammoniakalischer Reaktion, bei der Verluste durch Adsorption kaum 
zu befürditen sind, durch ruKAi,l,'Tonfilter filtriert und die Bestiimiuuig steril vorgenomnicu. 
Die Aktivitäts-^H -Kurve des ^tleerschweinchens (Vera. 21), also des Nagetieres mit dem ge- 
ringsten. B.-[w]., blieb dabei unverändert, ebenso jene des Huhnes und der ('lans. Dagegen ver- 
vschwanden die minimalen Werte des Rindermagens (Vers. 34), ,so daß die Werte der Wieder- 
käuermagen wohl auf Bakterienwnrkung bezogen werden mü.ssen. 

Trotz Beachtung der erwähnten Fehlerquellen fallen einige /'u-Optinia der Tabelle aus dem 
Rahmen ihrer Gruppe heraus. Es sind dies die ^>K-Optinia des ^lagcns vom Steinmarder, vom 
Birkhuhn, vom H'^n und Karpfen II. Ein Vergleich ihrer Werlo ergibt, daß cs eben die Magen 
sind, deren B.-[w]. in allen ^H-Gebietcn kleiner als 0,001 ist. Da die Bestimmung in diesen Fällen 
in den Bereich des analytischen Fehlers rückt, sind ihre Resultate weniger hoch z.u bew^erten als 
jene bei hohem Lipasegehalt. Die Zahlen, die das pH-Optinuun angelxm, wurden daher in solchen 
Fällen eingeklammert. 
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102. ÜBER TAKA-ESTERASE; 

VERGLEICH MIT PANKREASLIPASE UND LEBERESTERASE. 

Von Richard Willstätter und Hachiro Kumagawa. 

XIV. Abh a n dl u Hg über Pankreasenzyme. 

(Ans dem Chemischen haboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am zS. April 1935.) 

Das als ,,Takadiastase‘' bekannte Gemisch von Knzymen enthält nach J. Wohl- 
GEMUTH^ auch eine fettspaltende Komponente. Die beschriebene Wirkung auf Neutral- 
fett, Monobutyrin und Decithui ist sehr gering. Ks ist daher zweifelhaft, ob in der 
Takadiastase eine wahre Dipase in sehr kleiner Menge vorkommt oder ob das mit den 
genannten Substraten nachgewiesene Enzym ähnlich wie die Leberesterase wenig taug- 
lich ist für die Fettspaltung, aber geeignet für die Hydrolyse einfacher Säureester. Ver- 
gleichen wir das Takaenzym mit den hydrolysierenden Enzymen des Pankreas, der 
Leber und anderer tierischer Organe, so erweist es sich in der Tat wie das Leber- 
enzym 2 als eine gute Esterase, die nur in geringem Maße befähigt ist, Fett 
zu spalten. Der Quotient der Geschwindigkeiten, mit denen Mandelsäureester 
und Tributyrin gespalten werden, beträgt sogar etwa das 60 fache wie bei der 
Leberesterasc, 

Die Takaesterase zei^ bei der Anwendung auf racemische Ester der Mandelsäure- 
gruppe stereochemische Spezifität, die [152] zuerst H. D, Darin i) beim Leberenzym 
aufgefunden hat und die vor kurzem vergleichsweise bei pankreatischer^) und bei 
gastrischer 3 ) Lipase beschrieben wurde. Bei den bisher geprüften vier racemischen Sub- 
straten stimmt die Takaesterase in ilirer auswählenden Wirkung mit dem Leberenzym 
überein. 


* Biochem. Zs. Bd. 39, S. 324 [1912]. und zwar S. 336. 

* R. WinifSTÄTTEE. und F. Mrmme;n, VIII. Abh. über Pankreasenzyme, Diese Zs. Bd. 138, 
S. 216 (1924], und zwar S. 220. 

*) Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 253 [1903/04]; Bd. 32, S. 199 [1905]. 

VIII, Abh. 

Ü R. WmifSTATTER. K. Haurowixz und F. Memmen, IX. Abh. über Pankreasenzyme, Diese 
Zs. Bd. 140, S. 203 [1924]. 
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Tabelle i. Drehung der rascher verseiften Komponente. 


1 Takti- 

l,pber- 

P;mkrt‘af- 

j cstcnise 

cstcnise 



Maiidelsäure-äthylester -- | ^ — 

Phenyl-methoxyessigsäure-iuethylester . . . : i . • — 

Phenyl-chloressigsäure-methylester .... — I 

Tropasäiire-methylester — i j j 

Die Beschreibung der Takaesterase, den Vergleich der verschiedenen hydrolysieren- 
den Enzyme, vervollständigt die Prüfung von Zusatzstoffen wie Albumin, Natriuni- 
oleat und Calciumoleat, die z. B. bei Tributyriiispaltung aktivierend oder liemniend 
wirken. Dabei unterscheidet sich das Takaenzyiii in überraschendem Maße von dem 
hepatischen sowohl wie vom pankreatischen Enzym. 

Tabelle 2 . Binfluß von Zusätzen auf die Tributyrimspaltung bei pn - 8,6. 

Zusatz I.<‘l)prcstcmse | Takacsterasc | Pankrcaslipasc 

Natriunioleat gehemmt ; kein Einfluß aktiviert 

Calciumoleat .stark gehemmt kein Einfluß , stark aktiviert 

Albumin kein Einfluß stark gehemmt stark gehemmt 

Albumin + Calciumoleat ziemlich stark gehemmt ; stark aktiviert, fast wie mit 

stark gehemmt Calciumoleat allein 

Seifen, die auf die Spaltung durch Treber hemmend wirken, sind also bei Taka- 
esterase ohne Einfluß, Albumin, das die [153] Hydrolyse durch T,cber nicht beeinflußt, 
wirkt auf Takaenzyni stark hemmend. 

Die Takaesterase ist also von den beschriebenen tierischen Eipasen und Esterasen 
verschieden. Es ist aber wde beim Vergleich von Pankreas- und Leberenzym noch nicht 
zu entscheiden ü ob es sich um eine Verschiedenheit von ,,Euzynikomplexen handelt, 
in denen das nämliche Enzym mit verschiedenen Begleitstoffcn, die hinsichtlich seiner 
Spezifitätseigenschaften und seiner Abhängigkeit von Aveiteren zusätzlichen Stoffen 
bestimmend und differenzierend wirken, eng verknüpft ist, oder ob die Enzyme selbst, 
betrachtet als chemische Individuen und losgelöst von den aktivierend und hemmend 
wirkenden Begleitstoffen, verschieden sind“. 


Abhängigkeit von der Wasserstoffzahl. 

Das Takaenzym diente für die folgenden Versuche in rohem Zustande. 

Die Wirkung auf Tributyrin wurde in dem mit Phosphatpuffer nach Sörensen 
und mit Acetat- bzw. Amrnonchlorid— Ammoniakgemischen nach Michaelis eingestell- 
ten Bereich von = 54 bis 9,5 stalagmometrisch geprüft. Das Optimum liegt zwischen 

= 8,5 und 9,0, etwa bei 8,6, ähnlich wie bei den genauer untersuchten tierischen 
Lipasen und Esterasen. In stärker alkalischem Gebiet als = 9,0 wird die Verseifung 
durch den Puffer allein schon bedeutend, ohne daß die gesamte Hydrolyse noch an- 


^ VIII. Abh.,S. 217. 
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steigt. Unsere Versuche bestätigen durchaus die nach ihrem Abschluß veröffentlichte 
eingehende Beschreibung von I. OGAWA^ 

Bei der Beobachtung der ^^-Abhängigkeit mußte von ausgleichender Aktivierung 
oder Hemmung abgesehen werden, da Zusatzstoffe ebenso wie natürliche Begleitstoffe 
bei wechselndem ungleich wirken. Die stalagmometrisch gemessene Wirkung 
wird dabei wie bei Magenlipase 3 in B.-[e]., scheinbaren Enzymniengen, ausgedrückt. 

[154] Versuchsbedingungen: 20®, Stalagmometer I vom Wasserwert 90; Anfangstropfenzahl der 

Tributyrinlösung 135. 

Angewandt 56 ccm Tributyrinlösung aus gereinigtem Präparat, 3 ccm 2proz. Bnzymlösung, 

2 ccm Puffer. 

1. = 5,4- Puffer 1,6 caii “/i -Natriumacetat 0,4 ccm J^/io-Kssigsäure. Anfaiigszahl 130. 
Abnahme in 20' 2; 40' 3; 60" 4. Gef. 0,20 E.-[e], 

2, pH = 6,2. Puffer 1,6 ccm “/3-prim. Phosphat -h 04 ccm ^/^-sec. Phosphat. Abualime in 
20^3; 40^ 5; 60' 7. Gef. 0,32 B.-[e]. 

3- pH — 6, Puffer 1,0 ccm “1/3-prim. Phosphat -f 1,0 ccm “^/3-sec, Phosphat. Abnahme in 
20^4; 40^ 7; 60' 10. Gef, 0,45 B,-[e]. 

4- pK = 7,7* Puffer 0,2 ccm “i/3-prim. Phosphat + 1,8 ccm “/3-scc. Phosphat. Abnahme in 
20' 4; 31" 7; 50" II. Gef. 0,54 B.-[e]. 

5. = 8,9. Puffer i,6ccni 2,5 11-NH4CI 04 ccm 2,5ii-NH3. Abnahme in 24' 6; 40' 10; 
60' 15. Gef. 0,62 B.-[e]. 

6. pH — 9,5- Puffer i.o ccm 2,5U-NH4C1 + 1,0 ccm 2,5n-NH3. Abnahme in 24' 6; 40' 10; 
60' 15. Gef. {ohne Berücksichtigung der Verseifung durch OH') 0,62 B.-[e], 


Hemmungserscheinungen. 

In der Abhängigkeit von Zusatzstoffen unterscheidet sich nach den Versuchen der 
Tab. 3 das Takaenzym im gegebenen Reinlieitszustand wesentlich von allen unter- 
suchten lipatischen Enzymen. Es wird nämlich bei = 8,6 von Albumin stark 

Tabelle 3. 

Einfluß von Seifen und von Albumin auf Takaenzym. 

(Substrat : gereinigtes Tributyrin ; Enzym : i ccm 4proz. Lösung ; 20 ° ; Vol. 60 ccm, Stalagmometer I 
vom Wasserwert 90 — 91 Tropfen. = 8 , 6 , eingestellt mit 2 ccm NH4Cl/NH3-GemLsch 2,5 n, 8 : i.) 


Nr. 

Zusatzstoff 

Anfangs- 

Abnahme iii 

n.de]. 

Hemmung 

zahl 

20' 

40' 

60' 

in proz. 

I 

Ohne Zusatz 

122 

6 

1 1 

16 

0,65 



2 

IO mg Natriumoleat 

129 

5.5 

II 

15 

0.63 

( 3 ) 

3 

! IO mg Natriumoleat + 10 mg CaCL . 

126 

6 

10,5 

16 

0,65 

0 

4 

^ IO mg Natriumglykocholat 

126 

6 

II 

16 

0,65 

0 

5 

j J 5 nig Eieralbumin 

123 


3 

4.5 

0,17 

74 

6 

' 15 mg Albumin. 10 mg Natriumoleat 

1 4-10 mg CaCL 

125 

L 5 

3.5 

6.5 

0,25 

62 


[ 1 55] gehemmt, so wie PankreasHpase^) und im Gegensatz zu der dagegen unempfindlichen 
Lebcr-2) und Serumesterase, aber die Hemmung läßt sich im auffallenden Gegensatz 


^ Biochem. Zs. Bd. 149, S. 216 [1924]. 

3 Vgl. R. WnjvSTÄTTER, F. Haürowitz und F, Memmen, IX. Abh,, Diese Zs. Bd. 140, 
S. 203 [1924], und zwar S. 208, 

*) rV. Abh., Diese Zs. Bd. 129, S. 12 [1923]. 

’) VIII. Abh,, Diese Zs. Bd. 138, S. 241 [1924]. 
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zur pankreatischen I^ipase^ durch Zusatz von Calciunichlorid Natriiimoleat, also 
Calciuuioleat, nicht überwinden oder erlieblich abschwächen. Calciumoleat allein, 
also ohne Albumin, ist ganz ohne Wirkung auf das Takaenzym, während Pankrcas- 
Hpase dadurch stark aktiviert \ beber- 5 und Semniesterase gehenuiit wird. Auch Na- 
triunioleat und Natriuniglykocholat beeinflußt die Wirkung des rohen Takapräparates 
nicht, während diese Seifen in gleichem Sinne wie Calciumoleat auf Pankreas. Leber und 
Serum warken. 

Um aus dem Verhalten gegen Albumin und gegen Seifen endgültige Folgerungen 
ziehen zu können, wird es nötig sein, den Reinheitsgrad des Takaenzyms nach dem Vor- 
bild anderer Bsterasen zu steigern und danach vergleichsweise die Abhängigkeit von 
Hemmungskörpern wieder zu prüfen. 

Verhältnis der Wirkungen auf Verschiedene Substrate. 

In seiner eingehenden Beschreibung der Takadiastase hat J. WonbGEMUTiU 
schon 1912 angegeben, daß sie auch fettspaltendes Hnzyni enthalt, „allerdings in nicht 
erheblichem Maße. Diese Lipase vermag sowohl Neutralfett w’ic ]\Ionobutyrin und Leci- 
thin zu zerlegen/* Die bcsch riebe Jien Wirkungen waren selir schwach. 

Die Wirksamkeit auf Tributyrin ist nach den oben angeführten Zahlen und nach 
denen von I. Ogawa auch gering. Um eine für die Messung gut geeignete vSpaltung 
zu erzielen, z. B. entsprechend 0,6 scheinbaren Butyraseeinheiten, sind bei der günstigen 
schwach alkalischen Reaktion 40 mg Takaenzym erforderlich, während die gleiche 
Gewichtsmenge von getrockneter [156] Leber etwa 36 B.i B. und von getrockneter 
Pankreasdrüse z. B. 3320 B. B. auf weist. Für dieselbe Wirkung auf Tributyrin ist 
also 60 mal mehr Takaenzym nötig als getrocknete lieber (vom Schwein), 5500 mal 
. mehr als getrockneter Pankreas (vom Schwein). 

Überraschend stark wirkt hingegen das Takaenzym auf verschiedene einfaclie 
Säureester, Methyl- und Äthylester der Mandelsäuregruppe. Hier genügen für ähnliche 
Spaltungsgrade etwa gleiche Gewichtsmengen Takaenzym wie Pankreas und Leber. 
Da also das Verhältnis der Mandelsäurecsterspaltung zur Tributyrinhydrolyse etwa 
5000 fach günstiger wie bei Pankreaslipase und sogar 60 fach hoher als bei Leberesterase 
gefunden wird, ist das Takaenzym als eine Bst e rase zu bezeichnen, der verhältnismäßig 
schwache lipatische Wirkung eigen ist. 

Konfigurationsspezifität. 

Auf racemische Ester der Mandelsäure und ihrer Derivate wirkt Takaesterase wie 
die bereits geprüften tierischen Hydrolascn mit quantitativer optischer Spezifität. Aus 

^"T^Äbh., S, 19. “ IV. Abh., S. 19. 5 VIII. Abh„ vS. 241. 

6 Biocliem. Zs. Bd. 39, S. 324 [1912], und zwar S. 336. 

b Auf Buttersäuremetliylcstcr wirkte das Takaenzym, allerdings bei Ph = 6,S> schwächer 
als Leberesterase. 200 mg Takapräparat = 3,1 B.'[eJ. bewirkten in 20 Minuten mit 50 ccm ge- 
sättigter Methylbutyratlösung (100 ccm, 30'^) keine meßbare Hydrolyse, während i ccm leber- 
auszug, enth. 17 B.i E., in gleicher Zeit und unter denselben Bedingungen Buttersäure eiitspr. 
■ 1,3 ccm ®/io" NaOH frei machte. 
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Mandelsäureäthylester, Phenyl-methoxyessigsäuremethylester, Phenyl-chloressigsäure- 
methylester und Tropasäuremethylester entstanden optisch aktive Säuren (vgl. Tab. 4), 
die alle im Drehungssinn mit den Produkten der Verseifung durch Debethsterase 
übereinstimmten. 

Die Ausführung der Versuche war ähnlich wie in der VIII. Abhandlung; die 
Hydrolyse erfolgte in kohlensä uregesattigter 3proz. Natriumcarbonatlösung bei Gegen- 
wart von Toluol im Thermostaten von 10 bis 30 

Tropasäureester wurde infolge der Verzweigung im Kolilenstoffgerüst vom Taka- 
enzym wie von den anderen Esterasen schwierig angegriffen. 


[157] Tabelle 4. Spaltung racemischer Substrate durch Takaenzym. 



i Substrat 

1 

Taka- 

Zeit 

Tempe- 

1 Ausbeute 

Drehung dei 


1 

Nf 

1 enzym 
; in g 

in 

Stunden 

: raturin 
ürad 

Ester 

g 

Säure 

S 

in 10 ccm 

[«]d(°) 

Bemerkungen 

I 

j Mandelsäureäthyl- 


j 

1 





1 


ester, 1 g. . . . 

; 0,2 

' 

30 

0.745 

0,186 

+ 2,64 

+ 71 


2 

desgl,, 2,5 g ... 

! 0^5 

16 

30 

I.81I 

0.585 

+ 7.60 

+ 65 


3 

desgl., lg.... 

1 0,3 

! 16 

30 

0,720 

0,187 

+ 2,70 

j4- 74 


4 

i desgl., lg.... 

i 0-5 

20 

18 

0,564 

0,231 

+4.60 

4-100 


5 

de.sgl., lg.... 

’ 0,2 

24 

18 

0,686 

0,091 

4-2,10 

4-115 


6 

Phenyl -inethoxy- 







essigsäurcniethyl- 
ester, i g 

0-4 

22 

10 

0,650 

0,254 

4-1,19 

4- 33 

In 5oproz. Alkohol 

7 i 
1 

desgl, lg.... 
Pheiiyl-cliloressig- 
säureniethylester, 

0,z 1 

i 

j 

44 

10 

0,708 

0,190 

4-1,25 

1 —0,25 

4- 33 

pol 

devSgl 

i 

lg 1 

0,2 j 

24 * 

j 

10 

0,690 

0,096 


- 13 

In 5oproz. Alkohol 

9 

10 

desgl, lg.... 
Tropasäure-metliyl- j 

0,2 1 

24 ! 

10 

0,687 

0,192 

—0,50 ! 

- 13 

pol 

desgl. 

II ! 

ester, 2,02 g . . . ^ 
desgl., 1,5 g ... 

1 

0-5 1 

50 1 

10 

1.797 

0,027 

—0,12 

— 22 

Der un verseift zurück - 

i-o ; 

! 

46 ; 

j 

30 

J-239 

0 

b 

—0,25 

- 25 

gew. Ester zeigte in 

2 Vers. [«] 4- 17 bis 
18° (in alicohol EÖ- 
sung). 


1 

! 


Herrn Dr. Fr. Memmex, der so freundlich war, die Mehrzahl unserer Versuche 
nachzuprüfen, sagen wir unseren aufrichtigen Dank. 



Zeitschrift für physiologische Chemie i6i, $. 19 1 [1926]. 


103. ZUR KENNTNIS DES TRYPSINS. 

Von Richard Willstätter, Ernst Waldschmidt-Leitz, Salustiano Dunaiturria 
und Gerhard Künstner. 

XV. Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Aus dem (flämischen I^aboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am ii. September 1926.) 

Einleitung. 

Als in der zweiten Arbeit ^ dieser Reihe die Trennung der drei wichtigsten pankre- 
atischen Enzyme mittels der Adsorptionsmethode ausgeführt wurde, beanspruchte 
der Nachweis des Trypsins nur die Bedeutung einer vorläufigen vergleichenden Schät- 
zung. Wie bald aus der Untersuchung von E. Watdschmidt-Ueitz^ über Entero- 
kinase hervorging, kann sich bei der Trennung des Trypsins von den begleitenden 
Enzymen sein Kinasegehalt ändern. Die Enterokinasc unterscheidet sich nämlich 
vom Trypsin durch ausgeprägtere Adsorptionsaffinität. Sie läßt sich durch Adsorption 
mit Tonerde bei saurer Reaktion dem Komplexe von Trypsin -f Kinase entziehen, 
so daß in der Restlösung das kinasefreie Trypsin zurückbleibt. Wenn also das Trypsin 
im Adsorptionsgaiige jener Arbeit aus vollaktiviertem in unvollständig aktivierten 
Zustand gelangen kann, so ist es nötig, das Enzym für jede Bestimmung mit Entero- 
kinase aufzuladen. 

[192] Das war hauptsächlich der Sinn des Verfahrens zur Trypsimnessung, das die 
XII. Abhandlung von R. WibbSTÄTOR und H. PERSiEb^) angegeben hat. Aber auch 
dieses analytische Verfahren war noch verbesserungsbedürftig. Die bei der analytischen 
Methode angewandte Aktivierung mit Enterokinasc schien den Einfluß der in den Prä- 
paraten vorhandenen Hemmungskörper nicht genügend auszuschalten, die Aktivie- 
rung nicht eine gänzlich ausgleichende zu sein. Bei einigen Versuchen der fraktio- 
nierten Adsorption von Trypsin durch Tonerde übertraf nämlich, anscheinend infolge 

* R, WitlsTaTTER und E. WaedschmidT-LEiTZ, Diese Zs. Bd, 125, S. 132 [1922/23]. 

^ Diese Zs. Bd. 132, S. 181 [1923/24] {Ahh. 92). 

b Diese Z.s. Bd. 142, S. 245 [1924/25]. 


Willstätter, Enzyme. 
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der Abtrennung hemmend wirkender Begleitstoffe, die Summe der Enzymanteile in 
den Restlösungen und in den Elutionen die angewandten Enzymmengen. 

Im folgenden berichten wir (Abschnitt I) über Verbesserungen der Trypsin- 
bestimmung mit Gelatine, w^odurch das Verfahren an Brauchbarkeit und Genauigkeit 
gewonnen hat. Es bewährte sich in präparativen Versuchen (Abschnitt II) der Iso- 
lierung von Trypsin wie auch in zahlreichen Beobachtungen, die gleichzeitig in den 
Untersuchungen von E. Waedschmidt-Ueitz mit A. Harteneck« und mit A. Schaff- 
ner und W. Grassmann3 gesammelt wurden. 

Die in der XII. Abhandlung angewandten Bedingungen der enzymatischen Wir- 
kung sind die günstigsten; aber eine besondere Schwierigkeit, die behoben werden 
mußte, lag bei alkalimetrischer Messung in der Ausfüllung der unveränderten Gelatine 
im Vergleichsversuclie. Die Acidität des klumpigen Niederschlags ist nicht richtig 
oder wenigstens nicht genau genug zu bestimmen. Diese frühere Fehlerquelle ist nun 
vermieden worden. Danach sind nun scheinbare Zunahmen der Trypsinmengen in 
präparativen Vornahmen, z. B. bei fraktionierten Adsorptionen, von uns nicht mehr 
beobachtet worden. Wenn die Bestimmung des Trypsins auch noch nicht den genauen 
Vergleich der Enzymmengen in ganz beliebigen Aggregaten mit Hemmungskörpern 
gewährleistet, so reicht die Aufladung [193] mit Enterokinase doch aus für die Analyse 
des Enzyms in der frisch getrockneten Pankreasdrüse, in ihren Glyccrinauszügen, 
die nur wenig Hcniniungskörper enthalten und deren Verwendung für präparative 
Zwecke allein zu empfehlen ist, und weiter für den Vergleich der reinen Präparate 
mit den Rohprodukten. 

Die neuen Beispiele für die präparative Isolierung des Trypsins, die wir mitteilen, 
bezwecken nicht so sehr die Steigerung des enzymatischen Reinheitsgrads, als vielmehr 
die vollständige Abtrennung der begleitenden Enzyme. Unsere Ergebnisse bestätigen 
im wesentlichen die Erfahrungen unserer früheren Arbeit über das Adsorptions- 
verhalten der Pankreasenzyme, die durch quantitative Kontrollen der Trypsinmengen 
zu ergänzen waren. Aber das Adsorptiousverhalten eines Enzyms laßt sich auf Grund 
der in den letzten Jahren gewonnenen besseren Kenntnis von den verschiedenen Alumi- 
niumhydroxyden viel feiner bestimmen. Trypsin galt uns bisher einfach als nicht 
adsorbierbar aus saurer Dösung durch Tonerde. Nun können wir zeigen, daß dies das 
Verhalten des Enzyms gegenüber der stabilen }^-Modifikation von A1(0H)3 ist, daß 
hingegen die unbeständige /?-Form des Aluminiumhydroxyds Trypsin gut zu adsorbie- 
ren vermag. Immerhin ist auch diese Beschreibung des Adsorptionsverhaltens noch 
nicht erschöpfend, das für die Isolierung des Trypsins gewählte Verfahren vielleicht 
noch nicht das günstigste. Namentlich sollen noch kinasefreies und mit Enterokinase 
aktiviertes Trypsin in weiteren Versuchen auf ihre Unterschiede im Adsorptions- 
Verhalten genauer geprüft werden. 

Einen Fortschritt für die Analyse des Trypsins bahnt die Erkenntnis an, daß weder 
kinasefreies Trypsin noch Erepsin, sondern nur Trypsin -h Enterokinase Casein zu 

* Diese Zs. Bd. 147, S. 286 [1925] {Abh. 10g). 3 Diese Zs. Bd.'iSö, S.'6S [1926]. 
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Spalten vermag. Casein und auch Protamine sind für den Nachweis und die Be- 
stimmung des Trypsins als gleichfalls spezifische, aber empfindlichere Substrate ge- 
eignet. Im III. Abschnitt beschreiben wir ein Verfahren der Trypsinmessung mit 
Casein, das wegen der größeren Ausschläge der Bestimmung mit Gelatine überlegen 
ist. Die Bestimmung der Enzymmengen gewinnt dadurch [194] an Sicherheit, daß 
man nun mit den verschiedenen Substraten vergleichende Messungen auszuführen 
vermag. 


Experimenteller Teil. 

I. Zur Bestimmung mit Gelatine. 

Der Trypsinbestimmung gemäß Abhandlung XII liegt die kurzdauernde Ein- 
wirkung sehr kleiner Enzymmengen auf große Substratmengen zugrunde. Wegen des 
raschen zeitlichen Abklingens der Eiweißspaltung wird durch Erhöhung der Substrat- 
konzentration die hemmende Wirkung der enzymatischen Reaktionsprodukte hintan- 
gchalten und für einen gleichmäßigeren Anfall an Spaltprodukten gesorgt; dadurch 
gewinnt die Messung erheblich an Empfindlichkeit. Es hat sich aber gezeigt, daß bei 
der beschriebenen Bestimmung des Aciditätszuwachses von Gelatine in konz. bösung 
in 90proz. Alkohol die Acidität des Substrates selbst, das bei den angewandten Kon- 
zentrationen ausgefällt wird, nicht sicher zu erfassen ist. Der Anteil der Gelatine, der 
namentlich in den enzymfreien Vergleichsbestimmungen der Messung entgeht, steigt 
mit wachsender Substratkonzentration. Infolgedessen weist mit fortschreitender 
Verdauung, also bei verminderter Eällbarkeit des Substrates, z. B. bei wachsenden 
Enzymmengen, die alkalimetrisch meßbare Differenz zwischen hydrolysierter und un- 
veränderter Gelatine zu starke Steigerungen auf. Wird unter geänderten Bedingungen 
Ausfällung des Substrates vermieden, so daß sich seine gesamte Acidität erfassen läßt, 
dann bestätigen sich die für kurze Versuchsdauer aufgestellten Proportionalitäts- 
beziehungen zwischen Enzymmenge und Umsatz nicht mehr. Sie resultierten nur aus 
dem Zusammenwirken zweier entgegengesetzter Einflüsse, nämlich einer Abnahme der 
Umsatzsteigerung mit wachsender Enzymmenge einerseits, einer Zunahme titrierbarer 
Carboxyle in dem nicht mehr ausgefällten Substrate andererseits. 

Die störende Ausfällung der Gelatine bei der Bestimmung in alkoholischer bÖsiing 
kann aber vermieden werden. Es ist zu diesem Ende nur notig, ihre Losungen vor dem 
Zusatze des Alkohols mehr zu verdünnen — es genügt bis auf einen [195] Gehalt von 
etwa 3 % — und die Titration anteilweise bei verschiedenen Alkoholkonzentrationen 
'vorzunehmen, beispielsweise in 50- und dann in goproz. AlkohoD. Wie die in der Tab. r 
angeführten Versuche zeigen, gelingt es auf diese Weise, die Eigenacidität des Sub- 
strates in den Kontrollanalysen hinreichend zu erfassen, während die vergleichsweise 
wiedergegebenen Werte mit der unverdünnten Substratlösung für steigende Gelatine- 
konzentratiohen einen zunehmenden Aciditätsausfall erkennen lassen; es ist nicht 

* Vgl. R. Wjxwtätter, W. Grassmänn und 0 . Ambros, Diese Zs, Bd. 151, S. 286, und 
zwar S. 290 [1925/26] {Ahh. 118), 
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zweifelhaft, daß das gelindere und leichter reproduzierbare Verfahren der anteilweisen 
Titration in verdünnter Lösung als überlegen anzusehen ist. Zufolge besonderen 
Versuchen, die nicht angeführt zu werden brauchen, erfolgt bei der stufenweison 
Titration in den alkalihaltigen, wäßrig-alkoholischen Lösungen auch in längeren Zeiten 
keine Hydrolyse der Gelatine. 


Tabelle r. 

Be.stimmuiig der Gelatineacidität bei verschiedenen Konzentrationen. 

(5,0 ccm Gelatinelösung; 2,00 ccm n-Ammouiak-Aimnonchloridpuffer von = 8,9 (30®); 
5,0 cau HjO; Angaben bedeuten ccm o, 2 n‘K 0 H.) 


Gclat.' 1 

1 Acidität iti yoproz. Alkohol 

j Differenz für Gelatine 

Konz. i 

a) unverdünnt 
titr, 

1 b) auf 3,0 proz. verd., 
anteilweise titr. 

a) 

h) 

0 

6,06 

6.06 



1 

5 

6.39 

1 6.55 

0.33 

0,49 

IO 

Ö,ÖO 

7.05 

0.54 

1 0,99 

15 

6,75 

7.34 

0,69 

! 1,28 

20 


7 . 9 ^ 

'■ - 1 

1 1,86 


Unter den abgeänderten Bedingungen der Messung, die im folgenden ausführlich 
beschrieben werden, bestätigt sich die von WiTTSTÄTTKR und Pbrsiei, beobachtete 
weitgehende Abhängigkeit der enzymatischen Leistung von der Substratkonzentration; 
[196] Tryptische Leistung und Substratkonzentration. 10,0 mg Pankreasprobe XII 
bewirkten in 20 Minuten Einwirkung auf 5,0 ccm a) 6-, b) 10- und c) i5proz. Gelatine 
bei 37 mit Zusatz von 2,0 ccm n- Ammoniak- Amnionchloridpuffer von = 8,9 

(bei 30^), unter den unten angeführten Bedingungen 
gemessen, Aciditätszunahme entspr. a) 0,31, b) 0,46 
und c) 0,99 ccm o,2u-KOH. 

Allein der Vergleich der durch wechselnde 
Bnzymmengen (Pankreasprobe XVIII wie in den 
Versuchen von Wittstättbr und PbrSikt) in kurzer 
Versuchsdaiier bewirkten Umsätze, der der Bestim- 
mungsmethode zugrunde liegt und den Tab. 2 und 
Abb. I veranschaulichen, läßt keine einfachen Be- 



Abb. I. Enzymmenge und Umsatz. 


j-aucnc 

Trypsinmenge und Umsatz. 

( ankreasprobe durch ’/j ständige Einwirkung von 0,30 cau Enterokinaselösung aktiviert- 

5,0 ccm isproz. Gelatine; 2,00 ccm n-Amnioniak-Ammonchloridpuffer von «h = 8,u (bei lo")- 


Drüse 

rag 

Additätszunahme (ccm o,zn-KOH) 

unverdünnt, direkt titr. 
(altes Vertahrcu) 

) auf 3 proz. Gelatine verd., 

• anteilweise titr. 

1 (verbessertes Verfalireii) 

2,5 

0.53 

0,43 

5,0 

1,14 

: 0.57 

10,0 

2,20 

; 0,93 

15,0 

2.66 

1 1,10 

20,0 

2,92 

! 
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Ziehungen erkennen. Die Hydrolyse der Gelatine, die nach [197] Abhandlung XII 
mit steigender Enzymmenge bis zu beträchtlichen Spaltwerten ungehemmt fort- 
schreiten sollte, findet man bei der exakteren Messung schon viel früher verlangsamt. 

Die früher gegebene Definition für die Einheit der tryptischen Eeistung soll dem- 
gemäß abgeändert werden. 

Verbesserte Bestimmungsmethode. Entsprechend den in der Abb. i wieder- 
gegebenen Beziehungen zwischen Trypsinmenge und Umsatz, die sich nunmehr sicher 
ermitteln lassen, ist die Einheit der tryptischen Leistung „T.-(e.)‘', neu gewählt wor- 
den, nämlich entsprechend dem Aciditätszuwachs von 0,90 ccm o,2n-'Lauge, gemessen 
unter den von Wittstätter und Persiel ^ angegebenen Bedingungen der Trypsin- 
aktivierung und der Reaktion. Das ist diejenige Ucistung, die nach dem verbesserten 
Verfahren für die früher vorgeschlagene Trypsineinheit gefunden wird. 

Ausführung. Die Enzymprobe von höchstens 10 mg Trockenpankreas oder der 
äquivalenten Menge einer Lösung wird in einem Fläschchen von 25 — 40 ccm Inhalt 
mit eingeschliffenem Stopfen mittels 0,30 ccm Enterokinaselösung auf 5,0 ccm mit 
Wasser aufgefüllt, während 30 Minuten bei 37® aktiviert; zu der aktivierten Mischung 
gibt man sodann 2,00 ccm n-NHj • NH4CI-Mischung i ; 2 und rasch 5,0 ccm der im 
Thermostaten bei 37*^ aufbewahrten, thymolhaltigen i5proz. GelatincIÖsung hinzu und 
beläßt den Verdauungsansatz während 20 Minuten bei 37 °. Nach Ablauf der Reaktions- 
zeit wird der Inhalt des Fläschchens in einen Erlenmeyerkolben gegossen, der 5,0 ccm 
absoluten Alkohol und 1,0 ccm iproz. Thymolphthaleinlösung enthält, und mit 12 ccm 
Wasser, dann unter Umschütteln des Kolbeninhalts mit 20 ccm absolutem Alkohol 
nachgespült. Das klare, 50% Alkohol enthaltende Reaktionsgemisch titriert man 
nunmehr mit o,2a-90proz. alkoholischer Lauge bis zu deutlich blauer Färbung; dann 
fügt man rasch und unter Umschütteln 195 ccm siedenden absoluten Alkohol zu einem 
Gehalt von etwa go% hinzu und vollendet [ig8] die Titration durch tropfenweise Zu- 
gabe der Lauge bis zum Auftreten des ersten graublauen Farbtons ; diese zweite Titra- 
tionsstufe erfordert in der Regel nur einige Zehntel Kubikzentimeter. 

Die Vergleichsbestimmung zur Ermittlung der Acidität von Substrat, Enzym und 
Puffer wird der beschriebenen Analyse nachgebildet ; nur führt man nach Ablauf der 
Aktivierungszeit den Inhalt des Bestimmungskölbchens, den man mit 12 ccm ILO 
und 25 ccm absolutem Alkohol nachspült, in das Titratioiisgefäß über, um dann erst 
die Gelatinelösung hinzuzufügen; die Titration des Gemisches nach dem Zusatz des 
Indicators wird darauf, wie oben angegeben, ausgeführt. 

Die Fehler der Titration überschreiten in der Regel nicht +0,05 ccm o,2n-Lauge; 
so ermittelte man bei der Bestimmung der tryptischen Wirkung von je 2,5 mg der 
Pankreasprobe XII für den Alkaliverbrauch im Spaltungsversuch in sechs gleichartigen 
Beispielen 7,80, 7,80, 7,80, 7,82, 7,82 und 7,76 ccm, im Vergleichsversuch, der i6mal 
ausgefuhrt wurde, in neun Fällen 7,40, in fünf Fällen 7,45 und in je einem Falle 7,44 
bzw. 7,39 ccm o,2n-KOH. 

* a. a. 0 ., und zwar S. 250 [1924/25]. ^ Bereitet wie in XII. Abhandlung, vgl. S. 248. 
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Zeitlicher Verlauf, Die tryptische Gelatinespaltung ergibt, wie zu erwarten, 
keine einfachen Beziehungen; die in der XIL Abhandlung beobachtete Proportionalität 
zwischen Reaktionsdauer und Umsatz gilt, wie dort hervorgehoben, nur für den Bereich 
geringer enzymatischer Ueistung. Demgemäß führt auch der Vergleich der Bnzym- 
mengen und der Zeiten gleichen Umsatzes zu keiner einfachen Gesetzmäßigkeit ; 


Tabelle 3. 

En^^ymmenge und Reaktions verlauf. 


Paßkreasprobe XU | 
mg 1 

Zeit : 

Jliit. 

Spaltung 

; ccm o,3n-KOH 

1 

2.5 

80 

i 1-35 

5-0 ! 

40 

1 i.ii 

10,0 1 

20 

1 0,93 

2-5 ; 

40 

0,90 

5.0 

20 ; 

; 0.57 


kleine [197] Hnzymmengen ergeben, wie aus Tabelle 3 ersichtlich, verhältnismäßig 
viel höhere Teistungen. 

2. Darstellung von enzymatisch einheitlichem Trypsin. 

Pankreasauszüge, Um das Adsorptionsverhalten des Trypsins kennen zu lernen 
und die Reinigung des Enzyms darauf zu gründen, muß man seine Beständigkeit in 
Uösung berücksichtigen; die Ausbeuten könnten sonst leicht durch Enzymzerstörung 
geschmälert werden. Nach E. WAbDSCHMiDT-LEiTz und A. Harteneck^ hängt die 
Haltbarkeit des Trypsins in hohem Maße ab von seiner Aufladung durch Enterokinase ; 
in aktiviertem Zustand ist das Enzym nämlich viel unbeständiger. Darum ergibt gemäß 
der Tab. 4 der Vergleich wäßriger und glycerinhaltiger Auszüge aus frisch getrocknetem, 
noch wenig aktiviertem Pankreas einen großen Unterschied. In den wäßrigen Uösungen, 
wo alsbald die spontane Bildung von Enterokinase beginnt, unterliegt das Enzym 
rascher Zerstörung, während bei einem hinlänglichen Gehalte der Enzymlösung an 
Glycerin, das der vSelbstaktivierung entgegenwirkt, unter sonst gleichen Bedingmigen 
keine Einbuße an enzymatischer Aktivität erfolgt. Es ist aber nicht untersucht, ob das 
Glycerin nur stabilisierend wirkt, weil es die Kinasebildung hemmt, oder ob die Bestän- 
digkeit des Tr}'psins an sich, auch des aktivierten, durch den Zusatz dieses Mittels ge- 
steigert wird, wie dies bei anderen tierischen Enzymen der Fall ist. Wäßrige Drüsen- 
auszüge sind aber selbst bei tieferer Temperatur für präparative Zwecke zu wenig 
beständig; zudem vollzieht sich bei ihrer Aufbewahrung zugleich mit der spontanen 
Aktivierung die Bildung von Hemmungsstoffen, die den Vergleich des Wirkungsver- 
mögens stören können. Die Glycerinauszüge der Drüse, die auch reiner sind als die 
wäßrigen, werden daher vorgezogen und im Gang der präparativen Operationen ist 
stets für ausreichende Glyceriiikonzentration zu sorgen; der Enzymgehalt solcher 
Lösungen pflegte auch nach Monaten unverändert zu sein. 

^ Diese Zs. Bd. 149, S. 221, und zwar S. 227 [1925] {Ahh, iii). 
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[200] T9,belle 4. 

Glycerinkonzentration und Beständigkeit bei 0° und wechselndem 
(Auszüge bereitet aus i Teil frisch getrocknetem Pankreas mit loo Vol. Wasser bzw. 16 Vol. 

S/proz. Glycerin bei 37°.) 


1 Ulyc,- 

Angew. Präparat 1 

0/ 1 
1 /O 1 


|~ Aciditätszuwachs (ccm 0,2 n-KOII) 

nach 0 j 

2 1 

7 

ri,5 Std. 

Wäßriger Auszug i o 

\ 4 .« 

1 

E 03 

0,54 



— 

1 i 8 

: 7,0 

1,01 

0.57 

— 

— 

44 

i 

0,24 

0,23 

— 

— 

„ „ 44 

i 5^3 1 

0,90 


— 

i 0,77 

Glycerinauszug 44 

' 3.7 1 

0,66 

— 

0,69 

— 

,, ^ 44 

: 4.8 

0,88 

0,90 

— 

— 

• w ; 44 

■ 4.8 1 

0.51 

0.55 

■— 

1 — 

1 44 

: 5.3 1 

0,96 

0,92 

— 

— 

; 44 

5.3 

0,70 

1 0,76 

— 

— 

■ 44 

: 6,2 . 

0,72 

; — 

0,69 



Adsorptionsverhalten gegenüber Tonerde. Auf der Beobachtung, daß 
das Trypsin aus angesäuerten Glycerinausziigen der Drüse durch Tonerde wenig oder 
gar nicht aufgenommen wurde, beruhte (Abhandlung II) seine Abtrennung von der 
Lipase und auch seine Trennung von pankreatischem Erepsin nach E. Wabdschmidt- 
Lkixz und A. Harxbneck ^ Indessen erschien nach R. WibIvSTÄtter und H. Persiee'* 
das zur Fraktionierung von Trypsin und Lipase eingeschlagene Verfahren als ,, ziemlich 
schwierig und nicht leicht reproduzierbar. Es nützt nämlich nur einen quantitativen 
Unterschied in der Adsorption aus, um das Verhältnis der Komponenten des Enzym- 
gemisches zu verschieben." Viele der Unregelmäßigkeiten, wodurch die sichere Repro- 
duktion der beschriebenen Beobachtungen erschwert war, lassen sich jetzt auf Unter- 
schiede in den angewandten Adsorbentien zurückführen. Die letzten Ergebnisse von 
R. Wieestätter, H. Kraut [201] und 0 . Erbachers) über die chemische Natur der 
Tonerdegele und über ihre Umwandlungen haben dazu geführt, die besondere Eignung 
der einzelnen Tonerdesorten für die Fraktionierung von Enzymen zu prüfen. Wie an 
dem ersten näher untersuchten Beispiel des sjiezifischen Adsorptionsverhaltens von 
Hefemaltase und -saccharase erkannt wurde, daß für die Trennung das Tonerdegel 
von der Zusammensetzung AlO • OH das geeignetste ist, so spricht auch die Adsorption 
des Trypsins für eine auswählende Wirkung der Adsorbentien, die durch ihre chemische 
Konstitution bedingt wird. Wir finden, und es wird durch weitere Beobachtungen 
von E. Waedschmidt-Leitz, A. Schäfener und W. Grassmann 2) bestätigt, „daß 
die Adsorbierbarkeit des tryptischen Enzyms ... als besonders empfindlicher Nach- 
weis zur Unterscheidung von Adsorbentien dienen kann". Es hat sich gezeigt, daß das 
Trypsin aus den Glycerinauszügen der Pankreasdrüse von Tonerde der Sorte y, dem 
stabilen Gele der Formel Al (OH) 3, bei hinreichender [202] Acidität, z. B. = 4,7, 

gar nicht oder nur sehr wenig aufgenommea wird, während in anderen Beispielen, bei 

^ Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 301 [1925] {Abh. log). 

* Diese Zs. Bd. 142, S. 245, und zwar S. 254 [1924^5]. 

') Chem. Ber. Bd. 58, S. 2448, 2458 [1925] (Abh. 22 und 2j). 

=) Diese Zs. Bd. 156, S. 68, und zwar S. 82 [1926]. 
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Tabelle 5. 

Adsorption des Trypsins durch verschiedene Aluniiniumhydroxyde. 

(7,5 ccni Glycerinauszug aus Probe XXVII mit 62 T,*(e.), 7,5 ccm HaOj />h ~ 47 [eingestellt mit 
n-Acetatpuffer]; zur Analyse entnommen 0,10 ccm Adsorptionsrestlösung.) 


Anj^ewandte 
Sorte j 

1 

AljO, 

mg 

Vol. 

(ccm) 

Adsorptionsrestlösung 

Deob. Aciditäts- j 
zu-wachs 

(ccm 0 , 2 11 -KO H) 1 

Gehalt 

T.-(e,) 

Ad- 

sorbiert 

% 


84 

• 15 

! 0,53 i 

64 

0 

Cy 

222,6 

30 

0 

6 

63 

0 

Cy -f Cfi 

222,6 

28 

0,00 1 

0 

100 

(i.Darst.) ; 






Cy + Cji 

222,6 

35 

0,00 

0 

100 

(2.Darst.) 






Cy “b Cß 

222,6 

34 

0,02 ! 

0 

lüO 

(3. Darst.) 



! 




Anwendung eines ungenügend gealterten Tonerdepräparates C, das wechselnde Mengen 
der /^-Modifikation enthielt, vollständige Adsorption beobachtet wurde. Für die Ab- 
trennung des Trypsins von seinen enzymatischen Begleitern, Fipase und Erepsin, ist 
also die leicht zugängliche reine Sorte y von Al(OH)3 am geeignetsten. Wir belegen 
den Vergleich der Trypsinadsorption mit diesem Adsorbens und mit anderen, noch 
unvollständig umgewandelten Gelen der Sorte C in voranstehender Tab. 5. 

Die Adsorption des Trypsins durch Cy finden wir, die Angaben von E. Waed- 
schmidt-Feitz und A. Härteneck ^ bestätigend, bei saurer Reaktion am geringsten, 
in neutraler Fösung dagegen viel erheblicher. Dieses Verhalten, das durch eine größere 
Anzahl von Versuchen (Tab. 6 ) sichergestellt wurde, unterscheidet das pankreatische 

Tabelle 6. 

ä'rypsiuadsorption bei verschiedenen Aciditäten. 

(Glyceriiiauszug aus Probe XXV II, mit dem gleichen Volumen verdünnter Pufferlösung versetzt ; 
Tonerdesu.spension 6.,; Adsorbate mit 5oproz. Glycerin vom nämlichen pn gewaschen, eluiert 
mit 30 ccm 2 V3 basischem Ammonpliosphat [57 Vol. iproz. Diammonphosphat, 3 Vol. n-NIlj, 
4o\ol. 87 proz. Glycerin] ; Operationen ausgeführt unter Eiskuhlung.) 


Vll 

Angewandt 

AdsorpÜoiisrest- 

lösung 

Elution 

T..(e.) 

mg AI 2 O, 1 

T.-{c.) 1 % 

T.-(e,) 

1 % 

47 

30 

00 

24 

80 

0 

j 

0 

4-7 

34 

52-1 

33 

97 

I 

3 

47 

40 

52.1 

31 

75 

3 i 

8 

5-3 

3i 

52,1 

22 

72 

8 

26 

57 

34 

52,1 

26 

77 

7 j 

1 21 

7-0 

48 i 

’ 58.8 

16 

33 

19 1 

39 

7-0 

34 

1 17.0 

IS 

44 

19 i 

! 56 

7-0 

4T 

58,8 

16 

40 

18 

45 


Enzym von dem Hefetrypsin, [203] das von derselben Tonerde y nach R. Wiustätter 
und W. Grassm.inn-) im sauren Gebiete viel leichter adsorbiert wird. Vergleicht man 
in der Tabelle die Enzymmengen in den Mutterlaugen der Adsorption und in den 
ammoniaka hschen Elutionen der Tonerdeadsorbate, so findet man die Summen in 

Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 304 [1925]. 

M Diese Zs. Bd. 153, S. 250, und zwar S. 280 [1926] {Abh. 122), 
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Übereinstimmung mit den angewandten Enz^^mmengen; daß Abweichungen, wie sie 
die XIL Abhandlung verzeichnete, nicht mehr Vorkommen, spricht für die Zuverlässig- 
keit der neuen Bestimmungsweise. 

Abtrennung von lyipase und Amylase. Wenn die Behandlung der Pan- 
kreasauszüge mit Tonerde der Sorte Cy , und zwar bei saurer Reaktion, wie auch aus 
der Untersuchung von E. WAnDscHMiDT-EEiTZ, A. Schaffner und W. Grassmann 
hervorgeht, das begleitende eieptische Enzym vollständig abzutrennen erlaubt, wäh- 
rend das Trypsin in den Adsorptionsmutterlaugen verbleibt, so gelingt mit dieser Vor- 
nahme außerdem auch die Abtrennung der pankreatischen lÄpase. Die in der II. Ab- 
handlung dieser Reihe 3 niedergelegten Erfahrungen gelten auch für die neu definierte 
Tonerdesorte, sie ist sogar für die Fraktionierung des pankreatischen Enzymgemisches 
besonders geeignet. Durch mehrmalige, oft schon durch zweimalige Einwirkung der 
Tonerde auf die pankreatischen Auszüge erreicht man, daß der Lipasegehalt der Ad- 
sorptionsrestlösungen auf einen ganz geringen Bruchteil zurückgeht, während die 
überwiegende, in der Regel die ganze Menge des Trypsins und mit diesem der größte 
Teil des stärkespaltenden Enzyms der Adsorption entgeht. Wenn in den Versuchen 
der Tab. 7, die eine Auswahl unserer Beispiele wiedergibt, die Amlyaseausbeuten in 
den Mutterlaugen nach der Adsorption keine guten sind, so mag daran zum Teil Zer- 
störung des Enzyms schuld tragen, die in saurem Medium nicht immer zu vermeiden 
ist. In den alkalischen Elutionen der Tonerdeadsorbate, die wir nach dem Verfahren 
der [204] II. Abhandlung bereiteten, fand sich die Lipase wieder, ihr Gehalt an Tryp- 
sin und an Amylase hingegen war nur ganz unbedeutend. 

Tabelle 7. 

Abtrennung der Lipase. 

{7,5 ccm Glyccrinauszug aus Probe XXVII mit 63 T.-(e,}, 56 Amylaseeinheiten und 38 Lipase- 
einheiten; Einwirkung von Tonerde C,, ; Reaktion eingestellt durch Acetatpuffer ; Angaben 
beziehen sich auf den Gehalt der Adsorptionsmutterlaugen,) 



Zahl der ' 
Adsorpt. 

Angewandte mg 

AI0O3 

Ausbeute an Trypsin 

T.-(e.) i % 

j Amylase^ | 

1 Ifipasc*) 

Pa 

Amylase- 

einh. 

% 

nipise- 

einheilcn 

/O 

47 

I 

88,2 

62 

99 

24.3 

43 

7.5 ^ 

1 20 

47 

2 

38,2 -f- 58,8 

62 

99 

24,6 

43 

1,0 


47 

2 

88,2 + 134,4 

60 

96 

14,0 

25 

0,2 • 

0.5 

. 37 

2 

je 58,8 

40 

65 

20,0 

i 

4,2 

1 ^ ^ 

37 

3 

: 58,8 4- 58,8 + 42,0 

35 ' 

57 

— 


0,5 

1-4 

37 

3 

53,8 4" 5^'^ "b 

26 

43 

22,4 

4^ 

0,3 

0,8 


Auch für die auf auswählender Adsorption durch Kaolin beruhende Abtrennung 
der Amylase vom Trypsin, wie in der III. Abhandlung dieser Reihen) bereits beschrieben, 

^ Diese Zs. Bd. 156, S. 68, und zwar S. 82 [1926]. 

5 Diese Zs. Bd. 125. S. i72ff. [1922/23]. 

Die Bestimmung des lipatischen und diastatischen Enzyms folgte dem in der I. bzw. 
III. Abhandlung über Pankreasenzyme mitgeteilten Verfallen: Diese Zs. Bd. 125, S. 93, und 
zwar S. HO [1922/23] (Lipase); Diese Zs. Bd. 126, S. 143, und zwar vS. 155 [1922/23] (Amylase). 
*) Diese Zs. Bd. 125, S. 143. und zwar S. 162 [1922/23]. 
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erbringen wir nun sichere quantitative Unterlagen hinsichtlich der tryptischen Wir- 
kung. Es hat sich in Anlehnung an die früheren Erfahrungen ergeben, daß das Trypsin 
aus den Mutterlaugen der Tonerdeadsorption, wenn es von lipatischem und ereptischem 
Enzym befreit ist, bei neutraler oder saurer Reaktion leicht von Kaolin aufgenommen 
wird, während nur geringe Anteile der Amylase es in die Adsorbate und in deren alka- 
lische Elutionen begleiten. Wenn sich die Ausbeuten an Trypsin in den erhaltenen 
Elutionen nach den Versuchen der [205] Tab. 8 auf etwa 40 % der anfänglich vorhan- 
denen Enzymmenge belaufen und daneben nur noch ganz unbedeutende Amylase- 
niengen meßbar sind, so ist es nicht zweifelhaft, daß eine Wiederholung der Adsorptions- 
vornahme an den gewonnenen Lösungen auch die letzten Spuren amylatischer Substanz 
abzutrenneii erlauben wird. Unsere Untersuchung, die in diesem Punkte unvollkommen 
ist, wird nach zwei Richtungen fortgesetzt, um das Enzym in dem erreichten Zustande 
enzymatischer Einheitlichkeit zu beschreiben und um für das in den Restlösungen 
der Kaolinadsorption hinterbliebeiie stärkespaltende Enzym die Ausbeuten noch zu 
verbessern. 

Tabelle 8. 

Abtrennung der Amylase. 

{Restlösung nach Abtrennung von Lipase und Erepsin iuch Tonerde mit 60 T,-(e.) und wech- 
selndem Ainylasegelialt ; Einwirkung von mit Salzsäure gekochtem und bis zu neutraler Reaktion 
ausgewaschenem Kaolin ; Reaktion eingestellt durch Acetatpuffer ; Adsorbate eluiert mit 25 ccm 
sVjbasischem Amnionphosphat [57 Vol. i proz. Diammonpliosphat, 3V0I n-NH,, 40V0I. Syproz, 

Glycerin].) 


H 

ZaIU 
der i 
, Adsorpt. j 

Aiigew, 

Kaolin 

g 

Aust), in AdsorptioJisrestl. 


Eltiüon 

— 


Tr3-psin 1 Amylase 

Trypsin 


Amylase 

r.-(e-) ! % 1 Am.E. 

% 

T.-(e.) j 

% 

Am.E. 


4.7 

i 

0.775 

I.ö 3 8,4 

i6 

26 ! 

43 

2.3 


4 

7,0 

! 2 

0.775 

o 1 0 7,2 

12 

■ 26 i 


b 9 


3 

7.0 

i 4 

1.550 

0 0 - 

— 

' 26 j 

43 

i 0,5 


j 


Beispiel für die Reinigung des Trypsins. 

7.5 ccin Glycerinauszug aus Pankreasprobe XXVII, die mit 7,5 ccm V.iB-Acetatpuffer von 
pH ~ 4.7 verdumit waren, enthielten 6i,8 T.-(e.) [o,io ccm: 0,50 ccm o 2n-KOH- 0 41 T -fe )] 
.37,5 Iv.E. (0,20 ccm: 15,4% Spaltung [Olivenöl]: 0,50 KE.) und 43,5 Am.E. {o,ooi' ccm! 
lOiütiuten: i2,on^ Haitose, k 0.0029). Zn der eisgekühlten Lösung fügte man 10? ccm 

lauce" 1 Zentrifuge abgeschleuderten Mutter- 

tinn nöt U4.4mg ALO3); nun wurde die Restlüsung von der Adsorp- 

tion mit n-E'H3 gegen Lackmus neutralisiert. Sie enthielt in 30 ccm noch 60 T.-(e ) [o 10 ccm- 
0 neben 0,2 LE. (3,occm:i,i% [206] Spaltung [Olivenöl]'; 

^ ^°‘^5ccin, loMmuten: 12,3 mg Maltose; Ä = 0,0029) oder 07% 

vom frypsin, 0,6 /0 von der Lipase und 40% von der Amylase des Extraktes, die Abtrenn^g 
der Lipase war also praktisch vollständig. ^oueimung 

Ai lipasefreie Restlösung der Tonerdeadsorption [mit 36T.-(e,) und i04AmBV 

behandelte man mit insUnt 20 U 

■ 7*’^^ 1 ^ derselben unter jeweiliger Abtrenmme des Adsorbates 

J^VvoI r vereinigten Adsorbate wurden mit 30 ccm 

u ■ f: ^^ö^ipbospbat, 3\bl. n-NHa, 40 Vol. S/proz. Glycerin) eluiert und dl 
erhaltene Elution alsbald mit n -Essigsäure neutralisiert. 

In 30 ccm der Restlösung von der Kaolinadsorption fand man keine trvntische Wirkung 
mehr, aber noch 1.08 Am.E, (0,05 ccm. loMnuteu: 7,5 mg Malto^- Ä ro^Slwäh^nd 
aus den Adsorbaten bereitete Elution in insgesamt 28ccm28T,-(e,) [oSocan: 0.45OT1 o,2n-KOH: 
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0,30 T.-(e.)], d. i. 77% von der Tr3p)sinnienge der lipasefreien Lösung und 75% von der des 
Glycerinauszuges enthielt; der Amylasegehalt der Elution war nur geringfügig, er entsprach 
insgesamt 0,67 Ara.E. (0,05 ccm, 10 Minuten; 5,1 mg Maltose; k — 0,0012). 

Reinheitsgrade. Nach der Abtrennung der enz5miatischen Begleiter lag das Trypsin in 
etwa 8 mal konzentrierterer Form vor als im rohen Drüsenauszug. Der Reinheitsgrad des Enzyms, 
der durch den ,, Trypsin- Wert [T.-(w.)]'‘, nämlich die Zahl der T.-(e.) in i cg Trockenpräparat, 
ausgedrückt wird, wurde durch Dialyse der Enzymlösungcn zur Befreiung vom Glycerin und 
von Salzen und durch Wägung der beim Abdampfen verbliebenen TrockenrückvStände ermittelt. 

a) Glycerinauszug. 15,0 ccm mit 123,6 T,-(e.) hinterheßen nach lotägiger Dialyse gegen 
fließendes destilliertes Wasser in sogenannten Fischblasen und Abdampfen auf dem Wasser- 
bade 0,2182 g Trockensubstanz; hieraus errechnet sich T.-(w.) = 5,7- 

b) Elution aus Kaolinadsorbat. 27,0 ccm mit 27 T.-{e.) ergaben, wie oben behandelt, 
0,0060 g Trockenrückstand, entsprechend T.-{w.) = 45. 

3. Bestimmung des Trypsins durch Casein. 

Casein als Substrat bietet Vorteile gegenüber der Gelatine, gleich der es nur von 
aktiviertem Trypsin angegriffen wird. Die Hydrolyse durch gleiche Euzymmengen 
bei ähnlichen Substratkonzentrationen verläuft rascher und führt weiter; die Aus- 
schläge werden also größer. Bei Anwendung einer Sproz. Gelatinelösung im Bestim- 
mungsansatz konnte das klumpenförmige Ausfallen des unveränderten Substrates 
auf [207] Zusatz von Alkohol erhebliche Fehler verursachen, die schließhch durch Ver- 
dünnen der Gelatine und stufenweises Neutralisieren vermieden wurden. Beim Casein 
fällt diese Schwierigkeit fort, die Analyse ist leichter ausführbar. Das unveränderte 
Casein bildet nämlich auf Alkoholzusatz eine Milch, die sich leicht titrieren läßt; der 
mittlere Fehler beträgt nicht mehr als ±0,05 ccm 0,2 n-KOH. 

Das rasche zeitliche Abklingen der Hydrolyse macht auch beim Casein viel Sub- 
strat für kleine Enzymmengen nötig. Die Reaktionsbedingungen sind möglichst 
ähnlich denjenigen mit Gelatine als Substrat. Die Aktivierung des Trypsins geschieht 



Abb. 2. Trypsinmenge und Spaltungsgrad (Sub.strat Casein; 20 Minuten). 

wieder während 30 Minuten mit 0,3 ccm Enterokinaselösung (Auszug i : 50 aus trocke- 
ner Darmschleimhaut), aber bei 30°. Substrat sind 0,30 g Casein (Kahlbaum nach 
Hammarsten) im Volumen von 10 ccm mit einem Gehalt von 2,00 ccm n-NH3 — NH4CI- 
Puffer (i : i), wodurch bei 20^ Bestinimungstemperatur von 30® 

= 8,9 eatsteht. Der Bestimmung wird die empirische Beziehung zwischen Enzym- 
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menge und Umsatz zugrunde gelegt, die sich aus den mit 20 Minuten Reaktionsdauer 
ausgeführten Versuchen (bei 30°) der Tab. 9 und aus der Abb. 2 ergibt. Für ie Ana- 
lyse sucht man den steilen Abschnitt der Kurve auf. Nur bei sehr Ueiuen Trypsin- 
niengeu ist das Verhältnis zwischen Enzym und Umsatz [208] annähernd konstant, 
bei größeren Enzymmengen entspricht der Umsatz der ScHOTZschen Regel. 


Tabelle 9. 

Trypsiumenge und Umsatz bei der Caseinhydroly se. 


/-T.-(e.) 

a:(ccm o,21i*KOH) 

i’ i 

fc--^(ber,) 

-ff 

0.5 

0,58; 0,60; 0,55; 1 

0,62; 0,60; 0,60 

1,20 

0,85 

i.o 1 

1,05; 1,00; 1,05; 1,05; i 
1,10; 1,05; 1,05 

1.05 

1.05 

b 5 

1,40; 1,42; 1,40; 1 
1,40; 1,42; 1,40 1 

0,93 

1,14 

2,0 

1,64; 1,62; t,6s ; 1 

1,66; 1,65 

0.82 

I.16 

2,5 

1,80; 1,78; i,8o; 1 

' 1,82; I,8ü 

0,72 

! 

I.I4 


Tabelle 10, 

Zeitlicher Verlauf der Caseinhydrolyse durch Trypsin. 


[I. 0,1, 11 . 0,25, in. 0,5, IV. i,oT.-(e.).] 

X 

t — Minuten: x = ccm o,2n-KOH; k — . 


I. 

l 

50 1 

100 

200 

300 1 





X 1 

0,55 1 

’ 0,95 , 

1 ii 30 

1,70 1 

! 

1 



h 

0,078 1 

! 0,095 , 

' 0,092 

0,098 1 


1 


11. 

t 

40 

50 

60 

80 

1 120 

140 



X 

0,65 

0,80 

' 0,95 

1,20 j 

; i.ss ! 

' 1.65 



k 

0.103 

0,113 

! 0,122 

0,134 . 

; 0,142 

0,139 

1 

IIL 

t 

20 

40 

60 

80 

1 100 

120 , 

140 


X 

0,60 

1,05 

1,40 

1,65 

1 1,85 

2,05 i 

! 2,20 


h 

0,134 

0,166 

0,181 1 

1 0,184 

; 0,185 

0,187 ! 

1 0,186 

IV. 

t 

10 

20 

5 40 

SO 

60 

70 



i ^ 

0,60 

1,10 

1 1,65 

1.90 

2,10 

2,20 



1 h 

0,190 

0,246 

; 0,261 

0,269 

0,271 

0,263 



Zeitlicher Verlauf (Tab. xo). Nur bei kleinen Trypsinmengen [0,1 T.(e.)] und 
in der ersten Stunde verläuft die [209] Caseinspaltung annähernd linear; aber in den fol- 
genden Zeitabschnitten und bei größeren Mengen Enzym fügt sich der Reaktionsverlauf 
der SCHÜTZSchen Regel. 

Ausführung der Bestimmung. Die Bnzymprobe von beispielsweise i ccm 
Glycerinauszug i : 10 aus getrocknetem Pankreas oder von äquivalenten Mengen einer 
anderen Lösung oder eines Trockenpräparates wird mit 0,3 ccm KinaselÖsung und mit 
Wasser in einem Fläschchen mit eingeschliffenem Stopfen auf 3,0 ccm gebracht und 
zur Aktivierung 30 Minuten bei 30° gehalten. Dann gibt man 5,0 ccm 6proz. Casein- 
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lösung und 2,0 ccm n-NHj— NH4C1-Puffer (i : i) hinzu. Nach der Reaktionszeit von 
20 Minuten wird das Gemisch mit 5 ccm Wasser und 15 ccm absolutem Alkohol quan- 
titativ in das Titriergefäß übergespült und nach Zugabe von 2 ccm o,5proz. alko- 
holischer Tösung von Thymolphthalein mit 0,2 n-KOH nur zum ersten schwach bläu- 
lichen Parbton titriert. Darauf fügt man 120 ccm siedenden absoluten Alkohol hinzu 
und führt die Titration bis zum Auftreten des ersten grünlichblauen Farbtons zu Ende. 
Helles Tageslicht oder Bogenlampenlicht ist für die Beobachtung des Umschlagspunktes 
geeignet. 

Von der gefundenen Acidität ist der Alkaliverbrauch abzuziehen, der sich im ge- 
nauen analytischen Vergleich für Casein -h Puffer und Bnzympräparat ergibt. 

Als Trypsin-Einheit, gemessen mit Casein, soll diejenige Enzymmenge bezeichnet 
werden, die unter den angegebenen Bedingungen eine Spaltung entsprechend 1,05 ccm 
0,2 n-KOH bewirkt. Diese Einheit ist der mit Gelatine bestimmten ungefähr äquiva- 
lent. Sie ist in etwa 0,1 ccm Glycerinauszug (i : 10) aus getrocknetem Pankreas ent- 
halten. 
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104. ÜBER MAGENLIPASE. 

Vergleich in verschiedenen Reinheitsgraden mit Pankreaslipase. 

XVI. Abhandlung über Pankreasenzyme. 

Von Richard Willstätter und Eugen Bamann. 

(Mitteilung aus dem Chemischen lyaboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 24. Oktober 1927.) 


Die Reinigung der Magenlipase ist trotz oder wegen ihrer Schwierigkeit eine be- 
sonders anziehende Aufgabe, weil die Merkmale des Enzyms in ungewÖhnlichepi Maße 
durch seine Begleitstoffe gefälscht sind. Das Ziel der Untersuchung ist der yergleich 
dieser Eiapse in ihren verschiedenen Reinheitsgraden, vom Zustand ihres physiologischen 
Komplexes an bis zu der höchsten erreichbaren enzymatischen Konzentration, worin 
sie namentlich von den zäh anhaftenden Eiweißstoffen völlig befreit vorliegt. Das 
wichtigste Merkmal für den Vergleich der Eipasen in rohen und reinen Zuständen ist 
ihre Konfigurationsspezifität, worüber in einer folgenden Abhandlung berichtet wer- 
den soll. 

In unseren früheren Arbeiten - wurde die Reinigung der gastrischen Lipase so weit 
verfolgt, daß sich das ^jjj-Optimum bei dem Enzym des Hundemagens aus dem sauren 
Gebiet in das alkalische verschob und daß sich beim Enzym des [i8] Schweinemagens 
das Wirkungsverhältnis zwischen = 8,6 und 4,7, worin anfangs der deutlichste 
Unterschied gegenüber pankreatischer Lipase bestand, der /-H-Abhängigkeitskurve der 
PankreasUpase anglich. Bei den ersten Schritten der Reinigung wurde die gastrische 
Lipase auch darin der pankreatischen ähnlich, daß sich die anfangs fehlende Aktivier- 
barkeit durch gallensaure Salze einstellte. Her Reinheitsgrad, den wir durch Fällen 
mit Essigsäure, Elektrodialyse und Voradsorption mit Kaolin erzielten, belief sich aufs 
125 fache des getrockneten Magens, auf etwa das 25fache der getrockneten Schleimhaut. 
In der vor liegenden Arbeit ist die enzymatische Konzentration aufs 30O0fache des 


R. WliJWlÄWER und F. Memmen, IV. Abh. über Pankreasenzyme, Diese Zs. Bd. 120 
S. I, und zwar S. 13 [1923]; Dieselben, VII.Abh., Diese Zs. Bd. 133 S 247 >1921/241 • R Wm 
STAUER F Hatoowitz und F. Memmen, IX, Abh., Diese Zs.Bd, uo, S. 203 H924] F H^o- 
WITZ und W. PETROU, XIII. Abh,, Diese Zs. Bd. 144 S 68 [1925] ^ ^ ^ ’ 
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getrockneten Magens, also das 600 fache der Mucosa gesteigert worden. Bei diesem 
Reinheitsgrad sind die Milionprobe und die Tryptophanreaktion (mit 0,35 bis 0,60 mg 
Substanz) negativ geworden. Unsere Versuche sind mit einer demnächst im Druck er- 
scheinenden Arbeit* von H. Kraut und H. Rubenbauer ,,Über Ueberesterase. Ver- 
suche zu ihrer Reinigung und über ihre Beständigkeit** gleichlaufend. Auch das hepa- 
tische Enzym ist von den hartnäckigen Protein reaktionen, Milionprobe und Biuret- 
reaktion, frei erhalten worden. Solche negative Befunde, durch die wir die Protein- 
natur der untersuchten Enzyme ausschließen und eine erhebliche Beimengung von 
Proteinen und ihren Abbauprodukten unwahrscheinlich machen, werden, wie es scheint, 
für angreifbar gehalten. Es kommt nämhch vor, daß andere Forscher unsere Versuche 
sorgfältig wiederholen und daß sie dabei zu Präparaten gelangen, die noch Begleitstoff- 
reaktionen auf weisen. Dennoch sollte gegenüber dem Umstand, daß die angeführten 
Methoden nicht unbedingt oder erst mit größerer Erfahrung zum Ziele führen, die Ab- 
trennung der Begleitstoffe, die in einigen Beispielen geglückt ist, als beweiskräftig 
gelten. Es ist mehrere Male gelungen, Saccharase, Lipasen und pankreatische Amylase 
■von Proteinsubstanzen, soweit nachweisbar, zu befreien. Für diese Enzyme dürfen also 
Proteine nicht mehr als wesentliche Bestandteile gelten. Bei Pankreasamylase waren 
in unseren besten Präparaten die Millon- und Ninhydrinreaktion völlig negativ. Unseren 
Ergebnissen halten [19] H. C. Sherman, M, L. Caubweuu und M. Adams ^ entgegen, 
daß sie 'nach unseren und ihren eigenen Methoden zu gereinigten Präparaten mit posi- 
tiven Pröteinreaktionen gelangten und daß H. Lüers und E. Seeuner ^ auch an hoch- 
wertigen Präparaten von Malzamylase kräftige Eiweißreaktionen beobachteten. Nach 
der Schlußfolgerung von Sherman, Caedweee und Adams ist Pankreasamylase ent- 
weder ein Protein oder sie enthält Protein als wesentlichen Bestandteil. Auf diese 
Untersuchung über Amylase wird Herr E. Waedschmidt-Leitz genauer eingehen: 

Wir stehen vor der Frage, wie rein wohl die Enzympräparate sein mögen, an 
denen keine Begleitstoffreaktionen mehr wahrzunchmen sind. Bestehen sie zum großen 
Teil aus Enzymsubstanz oder enthalten sie davon nur wenige Prozente oder sogar 
weniger als i % ? Es müßte sich in letzterem Falle um sehr leicht lösliche, aber nicht 
dialysierbare Verbindungen handeln, um begleitende hochmolekulare Stoffe, die aber 
der Lösung keine Kolloidmerkmale geben und nicht denaturierbar sind, um Verbin- 
dungen, die im allgemeinen keine Fällungsreaktionen geben. Man kann sich kaum 
vorstellen, daß ein hoher Bruchteil der gereinigten Enzympräparate aus hochmole- 
kularen Begleitstoffen von unbekannter Art besteht, deren Natur fast ebenso rätsel- 
haft wäre wie die der Enzyme. Es ist wahrscheinlicher, daß die Enzympräparate, die 
sich der Beständigkeitsgrenze nähern, die keine Eiweiß- und keine anderen Gruppen- 
reaktionen mehr geben, die aber noch nahe verwandte Stoffe enthalten müssen, Vor- 
stufen und Zersetzungsprodukte der aktiven Substanzen, schon stark angereichert sind. 

* Ahh. 106. 

* JE of the Amer. Chem. Soc. Bd. 48, S. 2947 [1926]. 

^ Wochenschr. f. Brauerei Bd. 42, S. 97, 103, 110 [1925]. 
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Dies gilt auch für die im folgenden beschriebenen Präparate der Magenlipase und 
ist für ihren Vergleich mit Pankreaslipase zu beachten. Der getrocknete Magen, z. B. 
des Schweines, zeigt gegenüber dem Substrat Tributyrin 2500- bis 3000 fach geringere 
lipatische Wirkung als entfettete und getrocknete Pankreasdrüse. Während l g ge- 
trockneter Pankreas, mit Tributyrin gemessen, etwa 83000 Einheiten enthält, ist 
die Anzahl der Einheiten in i g trocknem Magen 30, in i g trockner Mucosa (Cardia- 
[20] und Fundusteil) etwa 150. Die 600 fach höhere enzymatische Konzentration der ge- 
reinigten Magenlipase, gemessen mit Tributyrin, ist etwa gleich derjenigen von roher 
getrockneter Pankreasdrüse. Die pankreatische Tipase aber ist in der II. Abhandlung 
dieser Reihe ^ aufs 240 fache der enzymatischen Konzentration des Ausgangsmaterials 
gebracht worden. Höchst unwahrscheinlich ist es, daß unsere reinsten Präparate von 
gastrischer Tipase in bezug auf ihren Gehalt an Fremdkörpern nur dem geringen und 
leicht zu steigernden lipatischen Reinheitsgrad der rohen Bauchspeicheldrüse ent- 
sprechen. Vielmehr sprechen die angeführten Zahlen entschieden dafür, daß die 
gastrische Lipase ein gegenüber denselben Substraten (Butyrin, öl, einfache Ester) 
viel schwächer wirksames Enzym ist als die Pankreaslipase. Unsere Beobachtungen 
lassen also nicht zu, in der (gereinigten) Magenlipase ein mit der Pankreaslipase über- 
einstimmendes oder ähnliches Enzym anzunehmen, das noch hundertfach verdünnter 
wäre als die Pankreaslipase, die selbst in gereinigtem Zustand gewiß noch nicht 100 pro- 
zentig erhalten worden ist. Die beiden Lipasen sind also Katalysatoren, deren Wirkungs- 
vermögen der Größenordnung nach differiert. Gemeinsam ist ihnen die bessere Eig- 
nung für Fette als für Ester, sie sind eigentliche Idpasen, während das Leberenzym 
hauptsächlich eine Esterase ist. Die Magenlipase ist, wie die nachfolgenden Zahlen 
ergeben, eine verhältnismäßig noch schlechtere Esterase als Pankreaslipase, wenn 
es sich in diesen Fällen wirklich um je ein Enzym von breitem Wirkungsbereich, nicht 
um Gemische h5rirolysierender Enzyme handelt. 

Um dieselben Spaltungen zu erzielen wie mit i cg trockner Pankreasdrüse, sind 
von der trocknen Mucosa des Schweinemagens erforderlich: 


für die Spaltung von Olivenöl 3,2 g 

,, M ,, ,, Tributyrin 6,4 g 


,, ,, ,, ,, Buttersäuremethylester 10,3 g. 

[21] Die für die drei Hydrolysen dem Pankreasenzym äquivalenten Mengen ver- 
halten sich also wie 1:2:3. Diese Werte können aber keine Genauigkeit und strenge 
Gültigkeit beanspruchen. Sie differieren ja stark von einer Tierart zur andern und sogar 
einigermaßen von einem Tier zum andern derselben Spezies. Die Voraussetzung für die 
quantitativen Bestimmungen und Vergleiche ist die Vollkommeuheit des Aktivierungs- 
ausgleichs und diese Voraussetzung ist im allgemeinen, wie die beobachteten Schwan- 
kungen der Wirkungsverhältnisse zeigen, ungenügend erfüllt. 

Die angeführten Verhältniszahlen ergeben sich aus folgenden nach den Be- 
stimmungs methoden mit den drei verschiedenen Substraten gefundenen enzymatischen 
^ R. WirnsTÄTOR und E. Waedschmidt-Leitz, Biese Zs. Bd. 125. S. 132 [1922/23]. 
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Werten von Pankreas und Magenschleimhaut des Schweines (nämlich dem enzym- 
reicheren Cardia- und Fundusteil) : 

I cg tr. Pankreas enthält: i cg tr. Mucosa enthält: 

0,83 Einheiten der ölspaltung^ 0,0026 Einheiten der ölspaltung^ 

830 ,, ,, Butyrinspaltung^ 1,3 ,, ,, Butyrinspaltung, 

0,67 ,, ,, Esterspaltung^ 0,00065 >. .. Esterspaltungh 

Die Wirkungsverhältnisse der rohen Mageiilipase gegen die drei Substrate Tri- 
butyrin, Olivenöl, Butter säureester, in den festgesetzten Binheiten (B.a K., L-z B. 
B.z'B.) gemessen, verhalten sich wie i : 0,002 : 0,0005 (gegenüber den Wirkungen bei 
Pankreas von i : 0,001 : 0,0008). 

Unsere Betrachtung über das Verhältnis der Magenhpase zur Pankreaslipase 
hängt davon ab, daß die enzymatische Konzentration annähernd so weit gesteigert 
worden ist, als es [22] bei den Stabilitätsverhältnissen des reinen Bnzyms mit unseren 
Methoden überhaupt möglich ist. Die besondere Aufgabe in diesem P'all ist die Tren- 
nung der Bipase von den mucinhaltigen Biweißstoffen, mit denen sie adsorptiv ver- 
bunden ist. Dafür reichen unsere Adsorptionsniethoden nicht aus. Proteine und Bnzym 
bleiben ebenso wie beim Ausfällen aus den Lösungen durch Ansäuern auch in den Ad- 
sorbaten und Blutionen eng vergesellschaftet. Das Verfahren, das uns hier zum Ziele führt, 
besteht im proteolytischen Abbau der begleitenden mucinhaltigen Biweißstoffe. 
Dadurch wird die Menge des beim Ansäuern entstehenden enzynihaltigen Niederschlags 
stark vermindert, er entsteht auch erst bei höherer Säurekonzentration als die Mucin- 
fällung. Durch ein Verfahren der fraktionierten Adsorption läßt sich dann die Reinigung 
zu Ende führen. Die dem Enzym noch anhaftende kleine Menge von abgebauteiu 
Protein wird beseitigt und die enzymatische Konzentration nochmals gesteigert. 

Die proteolytische Spaltung der mucinhaltigen Biweißstoffe läßt sich gut mit Hilfe 
von Hefeprotease und zwar bei fast neutraler Reaktion {p^ = 6,8) ausführen, ohne 
daß Lipase aus der Hefe oder andere störende Substanzen in die Lösung gebracht 
werden. Ungeeignet erscheinen für diesen Zweck Trypsin und Papain wegen ihrer 
Lipasegehalte, Pepsin wegen der erforderlichen stark sauren Reaktion. Anwendbar, 
indessen weniger gut als die Hefeproteasen, ist auch ein schon in den Auszügen aus 
der Magenschleimhaut enthaltenes, das Pepsin begleitendes, aber bei alkalischer Reak- 
tion wirkendes proteolytisches Bnzym oder Proteasengemisch, worüber wir in einer 
späteren Arbeit genauere Angaben initzuteilen hoffen. Diese Selbstverdauung in der 
rohen Lösung der Magenlipase, bei p^ = 7,0, verläuft aber zu langsam. 

* VIII. Abli., Biese Zs. Bd. 138, S. 216, und zwar S. 232 [1924]. 

’ VII. Abh., Biese Zs. Bd. 133, S. 247, und zwar S. 253 [1923/24], 

^ Biese Zalil ist berechnet aus folgenden Versuchen: 

a) 2000 B.j E. vom B.2W. = 30 .spalteten u. d. Vers.-Bed. f. d. Butyratliydr. (VI. Abh.) in 
60 Minuten 25% Methylbutyrat, entspr, also i L./E. 

b) 1072,5 B.2 E. vom B.aW. == 36 spalteten u. d. gleich. Bed. in 60 Minuten 14,8% Substr., 
entspr. also 0,591 Li'E. 

c) 1290 B.2 E. vom B.jW. = 34 spalteten u. d. gleich. Bed. in 60 REnuten 18,2% Substr., entspr. 
also 0,726. L./E. 

I B.i E. = 0,00050, 0,00055 und 0,00056 L./E. 


Wülstätter, EnzjTne. 


90 
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Die Methode der Reinigung durch enzymatischen Abbau der Begleitstoffe hat hier 
größere Bedeutung als in einigen irüheren Beispielen. Beim Papain ließ sich eine ge- 
wisse erste Reinigung der Rohprodukte dadurch erzielen^ daß durch [23] Digerieren 
unter Zusatz von etwas Blausäure die beigemischten pflanzlichen Eiweißkörper teil- 
weise abgebaut wurden. In unseren Versuchen über Invertin ist oft die Verbesserung 
der Adsorptionen infolge der beim Altern von Hefeautolysaten eintretenden Proteolyse 
der Hefeeiweißstoffe ausgentitzt worden. Die Polypeptidase aus Hefe bildet selbst ein 
Beispieh) für die Methode. Wir gewannen sie in Form von eiweißhaltigen Eösungen 
durch rasche Autolyse von Hefe mit Chloroform bei neutraler Reaktion. Der beim 
Ansäuern entstehende reichliche Eiweißniederschlag, der die Proteasen enthielt, ver- 
minderte sich beim Altem der Autolysate, also durch Proteolyse, in auffallendem Maße, 
so daß die enzymatische Konzentration dadurch aufs 40 fache stieg. 

In der Gesellschaft mit der letzten kleinen Menge von Proteinsubstanz zeigt die 
Magenlipase noch große Beständigkeit und gute Eluierbarkeit aus den Adsorbaten. 
Bei der Entfernung der Beimischungen, welche Eiweißreaktionen geben, am besten 
durch sogenannte Voradsorptionen, steigt der Reinheitsgrad der Magenlipase vom Buty- 
rasewert 300 bis 450 auf etwa 700 bis 900. Von da an ist die Enzymlösung merklich 
leichter zersetzlich, ähnlich wie H. Kraut und H. Rubknbaubr fanden, daß bei 
Leberesterase, sobald sie aufhörte die Milionreaktion zu geben, ,,der Übergang von 
verhältnismäßig guter Beständigkeit zu großer Zersetzlichkeit . . . schlagartig ein- 
setzte' 

Es kommt vor, daß bei der hochwertigen Lipase das Adsorptionsverfahren auf 
Schwierigkeiten stößt, nämlich die Elution mit niedriger Ausbeute verläuft, weil, wie 
Kraut und Rubeneauer bei gereinigter Leberesterase annehmen, das Enzym im 
Adsorbat Zersetzung erleidet. Aber diese Erklärung genügt nur für einen Teil unserer 
quantitativen Beobachtungen. Diese zeigen außerdem an, daß das an Koeluentien 
verarmte Enzym sich nicht mehr gut aus den Adsorbaten eluieren läßt. Der Klarlegung 
dieser Erscheinung steht bei einer Lipase im Wege, daß sie zum Unterschied z. B. von 
Saccharase in den [24] Adsorbaten nicht sicher bestimmbar ist. Pankresalipase ist näm- 
lich, adsorbiert an Iristearin oder Cholesterin, annähernd unwirksam, läßt sich aber 
wieder in aktivem Zustand eluieren. Die Magenlipase verhält sich anders. Ihr Wir- 
kungsvermögen unterliegt in den geprüften Adsorbaten (Tonerde, Tristearin) einer 
verhältnismäßig geringen Abschwächung. Diese Abnahme der Aktivität kann durch 
Enzymzersetzung erklärt werden. Nur wenn es, wie bei Pankreaslipase, gelänge, in den 
Elutionen mehr Enzym nachzuweisen als vorher in den Adsorbaten, wäre Grund zur 
Annahme von Hemmung des lipatischen Wrirkungsvermögens gegeben. Dieser Er- 
scheinung sind wir bei Magenlipase nie begegnet, 

^ R. Wieestatter und W. Grassmann. Diese Zs. Bd. 138, S. 184, und zwar S. 21 1 [1024! 
{Abh. 117). 

) R. WmESTÄTTER und W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, S. 250, und zwar S. 277 [1026! 
{Abh. 122). // I j 
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Uber Magenlipase. 

Experimenteller Teil. 

Reinigung der Magenlipase. 

Für die meisten Versuche diente die Magenschleimhaut des Schweines. Bei diesem 
Material genügte praktisch die an Pankreaslipase erprobte ausgleichende Aktivierung 
durch Natriumolcat, Calciumchlorid und Kieralbumin. Da beim Mengen vergleich in 
verschiedenem Reinheitsgraden keine Widersprüche vorkamen, ist es mit einigem Vor- 
behalt hinsichtlich der erreichbaren Genauigkeit möglich, die durch Butyrinspaltung 
wie in Abh. IV, VII und IX gemessenen Enzymmengen in ,,Butyrase-Kinheiten", 
B.aE., auszudrücken. 

Wir verarbeiten nur die enzymreicheren Cardia- und Fundusteile, die, mit Aceton 
und Äther entfettet und getrocknet, in i g 100 bis 160 B.aE. enthielten. Das Enzym 
wurde mit der 5 ofachen Menge von 740 -Ammoniak während 30 bis 50 Minuten fast 
quantitativ ausgezogen; fraktionierte Extraktion bot keinen Vorteil. Der beim An- 
säuern mit Essigsäure ausfallende mucinhaltige Niederschlag enthielt die Lipase 
IO- bis 20 fach konzentrierter als die trockene Mucosa. Den Reinheitsgrad vermochten 
wir durch Tonerdeadsorption nicht wesentlich zu steigern. In diesem Zustand ist die 
Lipase völlig beständig in neutraler oder schwach saurer Lösung. Wir fanden bei 
nach [25] 20 und 32 Tagen und bei ~ 6,8 nach 30 Tagen bei etwa 6® 
100% der ursprünglichen Mengen von z. B. 8,0 und 9,0 B. 2 E. in 5 und 10 ccm. 

In den durch Auflösen der enzymhaltigen Essigsäurefällung in 740 -Ammoniak 
gewonnenen Losungen erfolgt beim Stehen Proteolyse der mucinhaltigen Eiweißstoffe. 
Sie ist an der Gewichtsabnahme der beim Ansäuern entstehenden mucinhaltigen 
Eiweißfällung erkennbar und es ist am besten, die Proteolyse so zu messen (Tab. i). 
vSowohl bei der für Pepsin erforderlichen sauren — 3,0), wie auch bei neutraler 
Reaktion erfolgt in diesen Enzynilösungen aus Magenschleimhaut die Selbstverdauung. 
Bemerkenswerter Weise macht sie sich im titrierbaren Carboxylzuwachs bei />h — 2,5 
fast nicht bemerkbar, bei p^^ = 8,0 etwas deutlicher (Tab. 2). Also trotz äußerst ge- 
ringen Carboxylzuwachses wird bei p^ — 2,5 der fällbare Mucinniederschlag abgebaut. 
Wenn man mit Casein als Substrat das Pepsin und Tiy^psin und mit Leucylglycin das 
Erepsin in diesen Lösungen bestimmt (Tab. 2), so findet man deutlich Pcpsinwirkuiig, 


Tabelle 1 . 

Gewichtsabnaliiiic der fällbaren Proteinsubstaiizeii infolge von Proteoly.se in 
Schleiniliautauszügen bei saurer und bei neutraler Reaktion (20®). 


Versuchs- 

dauer 

Selbstverdauung ; genau ebenso auch 
bei Zus. von o.i g Pepsin (Merck) 

Ph = 

Selbstverdauung j 

= 3,0 

j unter Zusatz von o,i g Pepsin (Merck) 


in 10 ccm 



in 10 ccm 



in 10 ccm 


(Tage) 

B„E. 

! Fällbare 

Trockensubstanz! 

i (g) 

Verdaut 

1 (%) 

B.*E. 

Fällbare 

Trockensubstanz | 
(g) 

Verdaut 

i (%) 

BsE. 

Fällbare 

Trockensubstanz 

(g) 

Verdaut 

(%) . 

0 

100 

. 0.0403 

; 0 

100 

j 0,0402 

0 

100 

1 0,0404 

0 

2 

100 

; 0,0350 

i 13.2 

— 

— 

— 

*— 

— 

— 

5 

100 

j 0,0290 

1 28,0 

— 

1 0,0185 

i 54.0 

— 

0,0133 

67,1 

7 

90 

i 0,0273 

1 32.3 

50 

0,0165 

! 59.0 

40 

0,0091 

774 


90* 
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schwache Trypsinwirkung und beträchtliche ereptische Wirkung. Wir sind Herrn 
Dr. A. ScHÄFFNER für seine freundliche Unterstützung bei diesen Analysen zu Dank 
verpflichtet. 

[26] TabeUe 2. 

Selbstverdauiing und proteolytische Wirkung in der Enzymlüsung aus 
Magenschleimhaut (20°). 


Nr. 

V ersu chsh eschreibuiig ' 

Ph 

Vers. -Dauer 

ccm 

0,211-alkob. KOH 

(Stdn.) 

Anf.-Add 

Zuwachs 

— 

I 

3 ccm Schleimhaut-Aiiszug + 5 ccm 
HD mit HCl 

2,5 

24 

1,23 

0,02 

2 

3 ccm Dösung des Essig.s.-Niederschl. 

T 5 ccm H2O mit HCl 

2,5 

24 

1,25 

0,01 

3 

3 ccm Schleimhaut -Auszug 4-7,5 ccm 
NHj • NH^Cl-Puffer 

8.0 

18 

0,20 

0,08 

4 

Bed. wie i, mit 5 ccm öproz, Casein- 
lösung i 

2,5 

24 

6,50 

0,29 

5 

Bed. wie 2, mit 5 ccm öproz, Casein- 
lösung 1 

2,5 

24 

6,48 


6 

Bed. wie 3, mit 5 ccm öproz. Casein- i 
lösung 

8,ö 

18 

7,62 

\ 

0,18 

7 

Bed. wie 3, mit 5 ccm Deucylglycin- 
lösimg (0,188 g) 

7 .« 

18 

II, 6 ü 

2,40 






(vollst.Hydrol.) 


Mit der Selbstverdauung der mucinhaltigen Eiweißstoffe verglichen wir ihre 
Hydrolyse durch proteolytisch wirksame Hefeautolysate und durch deren einzelne 
Komponenten, die Polypeptidase und Dipeptidase^ Die Autolysate waren nach 
dem Verfahren unserer X. Abhandlung ^ über Invertin durch fraktionierte Autolyse 
der Hefe unter Zusatz von Toluol oder Essigester bei neutraler Reaktion gewonnen 
und kurzer Alterung, von etwa i Woche, unterworfen. Sie waren nach dieser Zeit frei 
von I/ipase und arm an Erepsin, Der Vergleich (Tab. 3) ergab, daß die Selbstverdauung 
durch die proteolytische Wirkung der Hefeautolysate auf die mucinhaltigen Eiweiß- 
stoffe [27] übertroffen wird und daß dabei hauptsächlich die Polypeptidase wirksam ist. 
Die homogenen Peptidasen, die Herr Dr. W. Grässmann so freundlich war, uns zur 
Verfügung zu stellen, wandten wir in denselben Mengen einzeln und als Gemisch an, 
wie sie im Hefeautolysat vorkamen. 

Bei Anwendung größerer Mengen Hefeautolysat, 10 bis 20 ccm und mehr (anstatt 
5 wie in Tab. 3) auf 0,3 bis 0,4 g Trockensubstanz, geht die Verdauung des fällbaren 
Proteins viel weiter, so daß am Ende beim Ansäuern ein Niederschlag von nur noch 
3 bis 10% der anfänglichen Menge entsteht. Dies sind die geeigneten Bedingungen 
für den präparativen Zweck. Die Hefeprotease hat nur den Nachteil, verhältnismäßig 

^ R. WUbSTÄTTER und W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, S. 250 [1926]; W. Grassmann 
und W. Haag, Diese Zs. Bd. 167, S. 188 [1927]; W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 167, S, 202 [1927] 
{Abh.i22, Z24 und 125). 

* R. WuxstXtter, K. Schneider und E. Bamann, Diese Zs. Bd, 147, S. 248, und zwar 
S. 266 [1925]} ferner R.W^UifSTÄTTER und W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, S. 250, und zwar 
S. 278 [1926]. 
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Tabelle 3. 

Abnahme der mucinhaltigen Proteinsubstanzen bei Einwirkung von Hefe- 
proteasen {20°). 


Vers.- 

Dauer 


^Tafie) 


O 


4 

7 


Selbst Verdauung 

PH = 7 

Hefeautolysat 

f C 95 Tryps.-E.’^ 
1,33,60 Ereps.-E.; 

Pu- 7 

Hefepol jTpeptidase 
(r,y5 Tryps.-E.) 

Hefedipeptidasc 
{33,60 Ereps.-E.) 

Ph- 7,5 

Gemisch voü Poly- und 
Dlpeptidase 
f 1,95 Ti7ps.-E.> 
1,33,60 Ereps.-E./ 

Pr = 7 

Fällbare 

Troekensubstan z 

Ver- 

daut 

Fällbare Ver- 

Trockensubstanz daut 

Fällbare 

T rockensubs tanz 

■ Ver- 
, daut 

Fällbare 

T rockeiisubst[uiz 

Ver- 
j daut 

Fällbare 

Trockensubstanz 

Ver- 

daut 

(K) 

(%) 


(g) 

i (%) 

(g) 

■ {%) 

fg) 

(%) 

0,0336 

0 

0,0336 0 

0,0336 

0 

0,0336 

, 0 

0,0336 

0 

0,0293 


0,0266 20,9 

0,0271 

19.2 

0,0264 

21,8 

0,0241 

28,2 

0,0232 

31,2 

0,0190 143,5 

0,0182 

■ iS >9 

0,0210 

137.7 

0,0210 

37.7 

0,0228 

32,2 

0,0185 ' 45>o 

0,0185 

4 S . o \ 

0,0210 

i 37.7 

0,0186 

: 44.8 


viel Fremdkörper zu der Fösung der Magenlipase hinzuzubringen, glücklicherweise 
keine fällbaren. Papain, aktiviert durch Blausäure, wäre in dieser Beziehung vorteil- 
hafter,* wie aus den vergleichenden Versuchen der Tab. 4 hervorgeht. Aber die Menge 
des fällbaren Proteins scheint auch unter der Wirkung von verhältnismäßig viel Papain 
nicht so weit abzunehmen, sondern sich einem Grenzwert bei ungefähr 40 % Verdau- 
ung zu nähern, llberdies verbietet sich die Anwendung des Papains durch seinen 
Gehalt an T^ipase. 


[28] Tabelle 4. 

Verdauung des mucinhaltigen Proteins durch Papain, verglichen mit 
Hefeprotease {pK— 7 .o\ 20°}. 



Selbst- 

verdanuug 

Mit 

Hefeautolysat 

(zo ccm) 

Mit Papain 

(2 mg) 

Mit Papain -t- 
HCN 

(2 mg) 

Mit Papaiii -f- 
HCN 

(40 mg) 

Säurefällbare Trockensubstanz 
(Lösung des Kssigsäuienie- i 
derschlags) 

0,0400 g 

0,0400 g 

0,0400 g 

0,0400 g 

0,0380 g 

Hinzugebr. Trockensubstanz . 

0 

0.4310g 

0.0020 g 

0,0020 g 

0,0400 g 

Fällbare Trockensubstanz nach 

6 Stunden 



0,0160 g 



0,0336 g 



Verdaut 

— 

60,0 % 

— 

16,0% 

' — 

Fällbare Trockensubstanz nacli 

12 Stiuideii 

0,0379 g 

.. 

_ 



0,0220 g 

Verdaut 

5,2% 

— 


— 

42.0% 

Fällbare Trockensubstanz nach 
24 Stunden 

0,0370 g 

o,oo8ü g 

0.0360 g 

0,0240 g 



Verdaut •. 

7.5% 

80.0 % 

10,0% 

40.0% 

-- 


Nach der Einwirkung des Ilefetrypsins trübt sich die Lösung der Magenlipase 
erst bei viel stärkerem Ansäuern als zuvor und bildet einen sehr feinen, schwer ab- 
sitzenden Niederschlag, der nur in der Zentrifuge von hoher Tourenzahl als dünnes, 
graubraunes Häutchen abgetrennt werden kann. Darin sind 50 bis 70% der Lipase 
in Reinheitsgraden entsprechend Butyrasewerten von 300 bis 450 enthalten, während 
man den nogh proteinhaltigen Lösungen durch Adsorption mit Kaolin oder Tonerde 
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die Lipase nur mit B.aW. = 40 bis 70 entziehen kann. Der lipasehaltige Niederschlag 
gibt nun mit verdünntem Ammoniak eine dunkelbraune Lösung, die noch Protein- 
reaktionen zeigt. Die weitere Reinigung gelingt am besten durch vorsichtige mehrmalige 
(8- bis 10 malige) Behandlung mit sehr kleinen Mengen von Kaolin, dann von Tonerde C 
bei neutraler Reaktion, darauf wieder mit kleinen Anteilen von Kaolin, [29] endlich 
nochmals mit Tonerde bei sehr schwach sauerer Reaktion. Diese fraktionierte Adsorp- 
tion wird so geliandhabt, daß der Lipasegehalt der Lösung nur wenig abnimmt. Man 
bestimmt ihn nach Zugabe jedes einzelnen kleinen Anteils vom Adsorbens und Klären 
mit der Zentrifuge. Die Lösungen waren nach den letzten Voradsorptionen farblos 
und frei von den Trägern der Millon- und Tryptophanreaktion. Es kam wiederholt 
vor, daß das Milionreagens (mit 0,58 mg Trockensubstanz in 4 ccm), wenn auch nicht 
mehr die typische Reaktion, so doch eine gelbliche Trübung herv^orrief. Aus einer 
solchen Lipaselösung (vom B.AV. — 931) wmrden durch fraktionierte Adsorption 
mit Tonerde C des Enzyms weggenommen. Dann blieb die Restlösung 
der Lipase (0,35 mg Trockensubstanz in 6,5 ccm) beim Erwärmen mit dem Milion- 
reagens völlig klar. Der Butyrasewert dieser Lipaserestlösung betrug 742. Bei zwei- 
tägigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur trat eine Abnahme an Aktivität um 
30,8 % ein. 

Beispiel. 

Der mit 7,5 1 ”/4o- Ammoniak gewonnene Auszug aus 150 g getrockneter und zer- 
kleinerter Magenschleimhaut enthielt 18360 B. 2 E. mit etwa 18 g Trockengewicht. 
Nach dem Ausfällen mit verdünnter Essigsäure und Wiederauflösen bewirkten wir 
den Abbau des fällbaren Proteins in 6 Tagen mit Hilfe von 2 1 gealtertem Hefe-Neutral- 
Autolysat, Dann erzeugten wir durch Ansäuern den geringen, feinen Niederschlag, 
der die Lipase adsorbiert hielt und fällten ihn nochmals aus schwach ammoniakalischer 
Lösung mit Essigsäure um. Beim Wiederaufnehmen entstand eine ziemlich dunkle 
Lösung (i 10 ccm), die noch 12000 B.aE. enthielt. Sie wurde annähernd neutralisiert 
und zw^eimal mit je i,i g Kaolin und viermal mit sehr kleinen Mengen der Tonerde- 
suspension Cv behandelt. Nach jeder einzelnen Voradsorption trennten wir in der Zen- 
trifuge die Restlösung vom Adsorbens ab, das der Lösung nur wenig Lipase entzogen 
hatte. Hierauf folgten bei ganz schwach saurer Reaktion = 6,4 bis 6,6) ebensolche 
Voradsorptionen mit kleinen Anteilen von Kaolin und von Tonerde. [30] Erst jetzt 
wurde die Lösung farblos, nur noch ein wenig grau opalisierend. Nach övStündiger 
Dialyse in sogennanten Fischblasen gegen destilliertes Wasser wies die Lipase, von der 
noch 133 rag, enthaltend iiooo B.aE., vorhanden waren, den Butyrasewert 825 auf. 

Adsorptionsverhalten der Magenlipase. 

Gegen Tonerde (Cj.). 

a) in rohem Zustand; 

286 E. Lipase von B .aW. = 20 in 150 ccm, nach dem Fällen mit Essigsäure wieder gelöst 
und neutrahsiert, ^vurden mit 0,1 g AbOj behandelt. Die Restlösuiig enthielt .195 E. (B.AV. 
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wieder 20). Aus dein Adsorbat ließen sich mit glycerüdialtigeiii 2V3t>asischeni Aiiimonphospliat’ 
während 20 Minuten bei 20° 46 E. eluieren, d. i. 50% der adsorbierten l^Ienge. 

Nach der Einwirkung der Hefeprotease und vor der Abtrennung des Hefeautolysates ver- 
liefen Adsorption und Elution günstig. 

Kaolin (3%) adsorbierte zufolge der Analyse der Restlösung 50 bis 80% der Eipase und 
gab an sehr verdünntes Ammoniak 57 bis 62 % der für das Adsorbat errechneten Menge ab. 

Tonerde (0,01 g) nahm aus der Eösung von 45 E. in 5 ccm zufolge Bestinimung der Rest- 
lÖsung 52% auf. Daraus ließen sich 66% der adsorbierten jMenge eluieren. 

b) in gereinigtem Zustand: 

Die aus dem Hefeautolysat isolierte Eipase (45 E. in 10 ccm von B.jW. — 300) wmrde mit 
Tonerde versetzt und sowohl die Rcstlösung wie das abzentrifugierte Adsorbat mit Butyrin 
stalagniometrisch bestimmt. Die Restlösuiig enthielt 6 E., das Adsorbat 22,5 E. ; es fehlten also 
sogleich 16,5 E. ,, Ammonphosphat“ eluierte in 30 Idinuten bei 20° nur 7,7 E. 

Bei reiner Lipase verhef die Elution noch viel ungünstiger. 10 ccm, enthaltend 30,7 E. 
von B.aW. = 760, wurden mit 0,05 g AI2O3 behandelt. Die Restlösung wies 10,2 E. auf, aus 
dem Adsorbat konnte weder mit glycerinhaltigem 2 V3 basischem Pliosphat noch mit priiiiärein 
Phosphat eine meßbare Menge Eipase elniert werden. 

180 E. von B.jW. = 680 in 50 ccm wurden mit 0,5 g Al:03 behandelt. In der Restlösung 
hinterblieben nur 8,2 E. Aus Hälften des [31] Adsorbates elmerte in 15 Minuten sekundäres 
Phosphat 2,6 E., glyccrinhaltiges 2V3 basisches Phosphat 3,1 E. anstatt je 85 E. 

Gegen Tristearin. 

Rohe und gereinigte Präparate verhielten sich gegen dieses Adsorbens ähnlich, wahrschein- 
lich weil es die Eipase selektiver adsorbiert als Tonerde. 

IO ccm Eösung, enthaltend 27 E. von B,. W. ~ 28, wurden mit glycerinhaltiger Suspension 
von feinst verteiltem Tristearin (0,1 g) versetzt. Die Bestimmung ergab sofort nur noch 21,6 E., 
die abgetrennte Re.stlövSung enthielt 12,4 E. Durch glycerinhaltiges 2V3basisches Phosphat ließ 
sich (15 Minuten bei 20°) keine nachweisbare Menge Eipase eluieren. Danach wies das Tristearin 
noch einen Gehalt von. 3,3 E. auf, während anfangs mindestens 9 E. im Tristearin enilialteii 
waren. 

ro ccm Eösung. enthaltend 45 E. von B.zW. ^ 300, wurden gleichfalls mit 0,1 g Tristearin 
versetzt. Danach waren in der Suspension nur 30 E. nachweisbar, in der abzentrifugierten und 
filtrierten Restlösung 23,4 E. Das Tristearin wies nur einen Gehalt von 4,5 E. auf. Es gelang, 
mit ,,Animonphospliat“ {30 >Euuten bei 20°) daraus 1,5 E. zu eluieren. 

Da sich das Enzym so schwer aus Tristearin eluieren läßt, ist es unentschieden, ob bei dieser 
Adsorption außer teilweiser Zerstörung auch Hemmung der Eipase erfolgt. 

Der Notgemeinscliaft der Deutschen Wissenschaft sind wir für die l'ördernng 
unserer Untersuchung zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 

^ Vgl. R. WibbSTÄTTER lind E. Wat^uschmidT-T^KITz, Diese Zs. Bd. 125, 8. 132, und zwar 
8. 170 [1922/23]; E. WAbuscHMiDT-EEiTz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181, und zwar 8. 229 [1923/24] 
{Ähh. 59 und 92). 
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105. UBER DIE KONFIGURATIONSSPEZIFITÄT DER ESTERASEN 
IN VERSCHIEDENEN REINHEITSGRADEN. 

Von Richard Willstätter, Eugen Bamann und Johanna Waldschmidt-Graser. 

XVII. Abhandlung über Pankreasenzyme. 

(Aus dem Chemischen Laburatorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 24. November 1927.) 

Einleitung. 

Die von H. D. Dakin^ entdeckte Erscheinung der optischen Spezifität von Leber- 
esterase ist in der VHL, IX. und XIV. Abhandlung 2 dieser Reihe erweitert worden: 
die esterspaltenden Enzyme aus den verschiedenen Organen einer Tierart sowie Taka- 
esterase unterscheiden sich in ihrer Konfigurationsspezifität, wenn sie nicht nur mit 
einem racemischen Ester, dem der Mandelsäure, sondern mit einer Reihe substituierter 
Phenylessigester geprüft werden. Pankreaslipase und Leberesterase wählen in gleichem 
Sinne aus, wenn sie beispielsweise auf racemischen Phenylchlor-, -brom- und -amino- 
essigester wirken, sie unterscheiden sich aber gegenüber Mandelsäureester und Tropa- 
säureester. Auch lassen sich Pankreaslipase und die ihr so ähnliche Magenlipase 
durch die auswählende Wirkung auf racemischen Mandelsäureester unterscheiden. Aber 
die Bedeutung dieser weitgehenden optischen Spezifität, die zur Kennzeichnung und 
Unterscheidung der [156] lipatischen Enzyme wertvoll ist, hat bisher an einer Unsicher- 
heit gelitten. Noch viel mehr als die Merkmale anderer Enzyme sind diejenigen der 
Lipasen von den Beglcitstoffen abhängig, mit denen sie in ihren physiologischen Kom- 
plexen eng assoziiert Vorkommen, von Aktivatoren und Hemmungskörpern, die sogar 
imstande sind, die Abhängigkeit des Wirkungsvermögens von der Reaktion des Me- 
diums gänzlich zu verschieben. Es ist noch unbekannt, ob auch für das optische Aus- 
wählungsvermögen der Esterasen Begleitstoffe verantwortlich sind oder ob diese 
Enzyme noch im reinsten Zustand, der zur Zeit erreichbar ist, ihre stereochemische 
Eigenart bewahren. Unsere Untersuchung behandelt die Frage, ob diese Spezifität 

* Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 253 [1903/04] und Bd. 32, S. 199 [1905]. 

* R. WlbbSTÄTTER und F. Memmen, Diese Zs. Bd. 138. S. 216 [1924]; R. Wnvi<STÄ'i:TER, 
F. HaurowiTz und F. Memmen, Diese Zs. Bd, 140, S. 203 [1924]; R. Wn^ESTÄTTER und H. Kuma- 
GAWA, Diese Zs. Bd. 146, S. 13 1 [1925]. 
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mit dem Reinheitsgrad variiert, an den Beispielen der Pankreas- und der Magenlipase 
und der I^eberesterase, und zwar hauptsächlich an den Enzymen einer Tierart, des 
Schweines. 

Das pankreatische Enzym wird nach den Angaben unserer II. Abhandlung ^ und 
die Eeberesterase nach einem Verfahren von H. Kraut und H. Rubenbauer* ge- 
reinigt, beide so weit, daß sie annähernd frei von Proteinsubstanzen sind. Die Ab- 
trennung der Magenlipase von den hartnäckig anhaftenden mucinhaltigen Eiweiß- 
stoffen stellte eine besondere Aufgabe, die mit den Adsorptionsmethoden nicht zu lösen 
war. Aber auf dieses Beispiel eines lipatischen Enzyms konnte nicht verzichtet wer- 
den. Denn gerade bei der Reinigung von gastrischer Eipase war sogar die Verschiebung 
des />ji-Optimums vom sauren ins alkalische Gebiet beobachtet worden. Wenn in 
irgend einem Fall, so schien es hier möglich zu sein, daß mit anderen Eigenschaften 
auch die optische Spezifität den Einflüssen von Begleitstoffen unterliegt. Denn als 
das Enzym reiner wurde, schien es sich immer mehr in seinen Eigenschaften der Pan- 
kreaslipase zu nähern. Ist es nun mit ihr in reinem Zustand identisch? Die vorige 
(XVI.) Abhandlung^ berichtet darüber, wie es gelungen ist, die enzymatische [157] Kon- 
zentration der Magenlipase aufs 600 fache (verglichen mit den enzymreicheren Cardia- 
und Fundusteilen der Schleimhaut) zu steigern und das Enzym von den Eiweißstoffen 
zu befreien. 

Die Einwirkung der genannten drei Esterasen in rohen und reinsten Zuständen 
auf Mandelsäurcester und Phenylchloressigsäureester hat zu dem Ergebnis geführt, 
daß sich in keinem Fall bei der Steigerung des enzymatischen Reinheitsgrades der Sinn 
des stereochemischen Auswählens ändert. Die Spezifität ist also mit größerer Wahr- 
scheinlichkeit wie bisher den Enzymen selbst zuzuschreibeii. Magen- und Pankreas- 
üpase sind auch in gereinigtem Zustand von einander verschieden; die Unterschiede 
zwischen Pankreaslipase und Eeberesterase bleiben ebenfalls bei höheren Reinheits- 
graden bestehen. Auch haben wir in keinem Fall mit zunehmender Reinheit eines 
Enzyms Abnahme der spezifischen Drehung an den Produkten der Hydrolyse beobach- 
tet. Daä^ Entgegengesetzte zeigte sich bei der Magenlipase des Schweines:, mit zu- 
nehmender Reinheit steigt bei gleichen Spaltungsgraden die spezifische Drehung der 
Spaltprodukte (und der übrig bleibenden Ester). Die Beobachtungen reichen aber 
kaum hin, um zu entscheiden, ob bei den unreinen Enzymen die Affinitäten im Sinne 
einer Abschwächung des optischen Auswählens beeinflußt werden oder ob Neben- 
erscheinungen an dem wenig günstigen Verhältnis zwischen gebildeter Säure und 
beobachteter Aktivität Schuld tragen. 

An der Konfigurationsspezifität zeigt es sich, daß nicht ein und dieselbe Lipase in 
denselben Organen verschiedener Tiere vorkommt. Einer derartigen Beobachtung 
begegneten vor kurzem P. Rona und R. Ammon i) bei der Lipase der Menschenleber 

* R. WiZi^SXÄTTER und E. Waedschmidt-EeiTz, Diese Zs. Bd 125, vS. 132 [1922/23]. 

* Diese Zs. (im Druck) (Abh. 106). 

3 R. Wn^nsTATTER und E. Bamann, Diese Zs. (im Druck) (Abk 104). 

*) Biochem. Zs. Bd, 181, S. 49, und zwar S. 67 [1926/27]. 



1434 


R, Wn.I,STÄTTKR, E. BAMANN und J. WäItDSCHMIDI'-GRASER: 


einerseits und Rinder- und Schweineleber andererseits. In unseren Versuchen mit 
Phenylchloressigsäureester erwies sich die Magenlipasc des Hundes (in verschiedenen 
Reinheitszuständen) entgegengesetzt auswählend als die des Schweines, Soll also 
die stereochemische Eigenart einer Esterase bestimmt werden, so wird es nötig sein, 
ihr Verhalten gegen eine Anzahl von racemischen Estern zu prüfen. Gibt es nun 
z. B. einige oder viele Magenlipasen und Leberesterasen? [158] Die Aufgabe eröffnet 
sich, bei einer Anzahl verschiedener Tierarten die Esterasen einzelner Organe mit einer 
Reihe racemischer Ester zu prüfen und, wo Übereinstimmung vorkommt, diese Reihe 
noch weiter zu vermehren. 

Bei den Esterasen ist der Unterschied in der stereochemischen Spezifität nur ein 
quantitativer. Es ist wohl ungewiß, ob diese Enzyme einheitlich sind oder ob in ge- 
wissen Fällen verschiedene Mischungen von rechtswählendem und linkswählendem 
Enzym vorkoniiiicn. Die Frage scheint lösbar zu sein. Beruhte z. B. der Unterschied 
zwischen den Lipasen des Schweine- und Hundemagens auf verschiedenem Mischungs- 
verhältnis, so dürften sie nicht bei gewissen Substraten entgegengesetzt, bei anderen 
aber übereinstininicnd auswählen. 

Experimenteller Teil, 

I. Zur Ausführung der Spaltungsversuchc. 

Die Spaltungsversuche wurden in gut schließenden Pulverflaschen von 50 t)is 
500 ccm Inhalt, je nach dem Versuchsansatz, ausgeführt. Die neutralisierte Enzym- 
lösung oder (in Versuchen mit Leber) i Stunde zuvor angesetzte Suspension von Organ- 
pulver in n/40- Ammoniak ergänzten wir mit kohleiisäuregesättigter N^atriumbicarbonat- 
lösung (äquivalent der halben Estermenge) zu dem Volumen des Versuchsansatzes. 
Es betrug bei reinen Enzympräparaten nur 25 bis 100 ccm, war aber bei den erforder- 
lichen Mengen der Enzynirohprodukte viel größer zu w'ählen. Nach Zugabe des Sub- 
strates und einiger Tropfen Toluol (5 auf loo ccm) wurde der Ansatz kräftig durch- 
geschüttelt und die Flasche in den Thermostaten gestellt. Das Durchschtitteln wurde 
jeweils nach einigen Stunden wiederholt. 

Nach Ablauf der Reaktionszeit isolierten wir Säure und Ester nach dem Verfahren 
der VIII. Abhandlung. Den Ester entzogen wir dem neutralen, die Säure danach dem 
mit Schwefelsäure aiigesäuerteii Reaktionsprodukt durch häufiges Ausziehen mit 
Äther. Der Äther war frisch durch Schütteln mit 50proz. Schwefelsäure und durch 
Destillation über Pottasche gereinigt, also rückstandsfrei. Da in den Versuchen 
[159] mit den Enzymrohprodukten starke Emulsionen auftraten, auch im Äther- 
extraktionsapparat, war es zweckmäßig, die Lösung sofort anzusäuem und Nieder- 
schlag und Flüssigkeit an der Zentrifuge zu trennen, um beide einzeln auszuathern. 
Der ätherischen Lösung von Säure + Ester entzog man die erstere durch Ausschütteln 
mit der nötigen Menge Sodalösung und isolierte sie nach Wiederansäuern mit Phosphor- 
saure durch häufiges Ausschütteln oder im Perforationsapparat. Der Ester, der beim 
Abdampfen seiner mit sehr wenig Wasser gewaschenen und getrockneten ätherischen 
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I^ösung hinterblieb, wurde mit Alkohol auf 10 ccm gebracht und im 2 dm-Rohr polari- 
siert. Die gebildete Säure besaß bei den Versuchen mit roher Magenlipase starken 
Ameisensäuregeruch; man ließ die Säure längere Zeit an der Vakuumpumpe, um sie 
vom flüchtigen Anteil tunlichst zu befreien. Die Polarisation (in 10 ccm, 2 dm-Rohr) 
und Titration erfolgte dann ohne weitere Reinigung, bei Mandelsäure in wäßriger, 
bei Phenylchloressigsäure u. a. in alkoholischer Lösung. 

Substrate, Mandelsäureätliylcster. Da der nur durch Vakuumdestillation 
(Siedep. 134 bis 136® unter ii mm) gereinigte Ester eine Beimischung von hemmend 
wirkendem ^ Phenjdglyoxylsäureester zu enthalten pflegt, dienten für unsere Versuche 
nur durch dreimaliges Umkrystallisieren aus Petroläther gereinigte Präparate. 

Phenylchloressigsäureäthylester. Durch Einwirkung der vierfachen Menge Thionyl- 
chlorid* auf Mandelsäureester gewonnen und im Vakuum destilliert, Siedep. 123 bis 
124® unter 10 mm, 82 bis 84'’ unter etwa 0,5 mm. 


2. Versuche mit Leberesterase. 

Das Leberenzym des Schweines verwendeten wir in drei Reinheitsgraden: das ge- 
trocknete Organ, ammoniakalische Auszüge aus demselben und die reinsten heute zu- 
gänglichen [160] Präparate. Als Rohprodukt diente das Organ, nachdem es in frischem 
Zustand in der Hackmaschine zerkleinert und (wie Pankreas nach Abh. II) mehrmals 
mit Aceton, daun mit Aceton -f Äther und mit Äther allein behandelt und schheßlich 
in getrocknetem Zustand fein gemahlen worden; L.i' W. des Pulvers == 0,3, des ammo- 
niakalischen Auszugs = 1,5. Die reinen Präparate wurden durch Adsorptionsverfahren 
nach H. Kraut und H. Rubenbauer (Abh. im Druck) gewonnen. 

30 g Leberpulver lieferten bei i stündigein Ausziehen mit 1,5 Liter «/40- Ammoniak 780 L./ E.*} 
I Liter der Lösung wurde 4 Tage dialysiert; dabei erfolgte ein Rücl^ang von 520 auf 468 E. 
und Ansteigen des L./W. aut 3,4. 500 ccm (180 E.) wurden mit Essigsam-e auf 0,01 11 angesäuert 
und mit der Suspension von 4,3 g salzsäurebehandeltem Kaolin bearbeitet. Auf das Abtrennen 
des Kaolins folgte die Behandlung der Enzyinlösung mit Tonerde-7’Suspension (0,23 g ALOp. 
Die neue Restlösung enthielt noch 91 E. Wir engten sie auf 340 ccm ein und unterwarfen von 
der Lösung einen Anteil = 54 E. essigsäurehaltig einer weiteren Voradsorption mit 0,007 S ALO^, 
die ohne Verlust verlief. Darauf folgte die Adsorption der Esterase mittels 2 g Kaolin und Elution 
(17,1 E.) mit Aniinoiiiak. Die neutralisierte Lösung enthielt nach einer letzten \’'oradsorption 
mit 0,002 g ALO3 noch 17 E. 

Die erreichten Reinheitsgrade bei drei solchen Darstellungen waren L.i'W. 
= 138,2, 83,0, 127,8. 

Für die ersten Schritte der Reinigung finden wir eine Abänderung des Verfahrens vorteilhaft. 
Der ammoniakalische Auszug der Leber wird sogleich mit Essigsäure vorsichtig angesäuert. 
Dabei entsteht ein reichlicher gelbbrauner Niederschlag. Nach dem Abzentrifugieren wird die 
Enzymlösuiig 3 bis 4 Tage gegen fließendes destilliertes Wasser dialysiert, wobei nochmals ein 
geringer Niederschlag ausfällt. 

^ Vgl. R. WiEbSTÄTTER, R. KuHx, 0 . LiNü und F. Memmkx, Diese Zs. Bd. 167, S. 303 
[1927] {Abh. 108). 

Nach G. Darzexs, C. R. Bd. 152, 8. 1601 [1911], sowie A. McKenzie und F. Barrow, 
Journ. Chem. Soc. Bd. 99, S. 1910 [1911]. 

L Diese Einheit wird in der angeführten Arbeit von II. Kraut und II. Rubenbauer als 
E.E. bezeichnet. 
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Für die Versuche 9 bis 1 1 der Tab. i hat Leberesterase gedient, die durch Ausziehen mit 
Glycerin gewonnen war. Hin Unterschied hinsichtlich der optischen Spezifität war nicht zu 
beobachten. 

5 g IveberpLilver wurden 48 Stunden mit Glycerin ausgezogeii ; 200 ccm der abgetrennten 
Lösung enthielten 23 E. Nach 3 tägiger Dialyse wurde die Flüssigkeit eingeengt und den Vor- 
adsorptionen mit Kaolin und Tonerde unterworfen (15,8 E.). Darauf teilten wir die HäUte dieses 
Präparates (8 E.) durch fraktionierte Adsorption in 3 Anteile. Zunächst gewannen wir mit 0,15 g 
Kaolin ein Adsorbat und daraus mit [161] 0,05 n- Ammoniak die Elution i, enthaltend 1,6 E. 
Von der Restlösung (4.3 E.) wurde ein Anteil von 1,96 E. zur weiteren Fraktionierung mit 0,1 g 
Kaolin behandelt. Daraus gewannen wir die Elution 2 mit 1,02 E., wälirend in der Rcstlösung, 
der Fraktion 3, 0,74 E. zurückblieben. 

Es ist sehr beachtenswert, daß sich im Laufe des Adsorptionsverfahrens, wie schon 
in der VIII. Abh. (S. 288) bemerkt worden ist, das Verhältnis der Wirkungen des Leber- 
enzyms auf Methylbutyrat und Tributyrin verschiebt. Während z. B. beim rohen 
Leberauszug der Quotient von i B.iE. zu i L-i'E. — 18,9 von uns gefunden wurde (in 
Abh. VIII 10,8), entsprachen (Messungen mit ausgleichender Aktivierung) bei einem 
unserer reinsten Präparate der Butyraseeinheit nur 7,9 E. der Esterspaltung (4,47 bei 
gereinigtem Präparat der Abh. VIII). 

Für die vergleichende Untersuchung der Konfiguratiousspezifität hat also das 
Enzym außer im natürlichen Zustand meistens in einem etwa 400 fach höheren Rein- 
heitsgrad gedient. Es entsprach in dieser P"orm ungefähr der enzymatischen Konzen- 
tration, die H. Kraut und H. Rubhnbauer beschrieben haben, ohne aber in unseren 
Proben von den letzten Eiweißspuren befreit zu sein. 

Die Spaltungsgeschwindigkeiten der Antipoden im Racemat zeigen, wie schon 
bekannt, nur quantitative Unterschiede. Die optische Spezifität ist schon bei niedrigem 


[162] Tabelle i. 

Optische Spezifität der Lebercsterase (Schwein) in verschiedenen Reinheitsgraden, 
(V ersuchstemperatiir 20 °. ) 
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21 
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-0,35 

12 

Phenylchloressigs. Äthyl I g , 

, 200 ccm 

3,0. 

0,3 (Leber) 

50 

i 14,0 

-0,351-14.6 

4-0,60 

13 

„lg, 

, 200 ccm 

3.0 

83,0 (rein. Präp.) 

■50 

13,1 

- 0 , 30-134 

+ 0,45 


* Aus der Tabelle weggelassen ist ein \’ersucli, dessen Ergebnis abweicht und der nicht zu 
reproduzieren war, ein Parallelversuch zu Nr. 8 (Enzym von 138,2 L.z'W.) bei niedrigem Spal- 
tungsgrad: 21 Stunden, 17,8% Spaltui^, Säure; « = +0,06°, [«uj = 4-2,0°, Ester « = — 0,19°; 
die geringe optische Auswählung in diesem Experiment ist unerklärt! 
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Spaltungsgrad annähernd optimal. Natürlich sinken bei weitgehender Spaltung 
die Werte der spezifischen Drehung. 

In den Versuchen der Tab. i hat sich kein Unterschied zwischen rohen und 
reinen Präparaten der Esterase hinsichtlich des Sinnes der Spezifität und hinsichtlich 
der bei entsprechenden Spaltungsgraden erreichten spezifischen Drehungswinkel er- 
geben. Auch waren die Drehungswinkel der unveränderten Ester an teile ungefähr mit 
denjenigen der entstandenen Sauren übereinstimmend. 

Die Zerlegung eines hochwertigen Esterasepraparates durch fraktionierte Ad- 
sorption mit Kaolin in drei Anteile ergab (Versuche g, 10, ii) keinen Unterschied in der 
optischen Spezifität der einzelnen Fraktionen. 


[163] 3. Versuche mit P an k r eas 1 i p a s e. 

Für die in der VIII. Abhandlung mitgeteilten Versuche über die optische Spezi- 
fität hatte Pankreaslipase in ungereinigtem Zustand gedient. Nun steigerten wir für 
den Vergleich den Grad der enzymatischen Konzentration gemäß dem Verfahren der 
II. Abhandlung durch wiederholte Adsorption mit Tonerde (zweckmäßig Sorte C, die 
bessere Resultate gibt als B) und mit Kaolin. 

Beispiel: 100 ccni gealterter Glycerinauszug aus Pankreasprobe III, enthaltend 325 
(0,20 ccni; 17,4% Spaltung, 0,65 L.E.), wurden mit 500 ccin Wasser verdünnt und der gebildete 
Niederschlag möglichst rasch abzentrifugiert. Die geklärte Ivösung enthielt noch 270 E. in 575 ccm. 

Zweinialige Tonerdeadsorption ; der geklärte Auszug wurde mit 6 ccm n-Essigsäure ange- 
säuert und mit 168 ccm Tonerdesuspensioii C (2,48 g AI2O3) behandelt. Das in der Zentrifuge 
abgetrennte Adsorbat eluierten wir sofort in den Zentrifugengläsern mit 200 ccm ,,Ajmuon- 
phosphat‘'-Eluens und gewannen eine Ausbeute von 60% (163 E.). 

Die Einlion wurde sogleich mit ebenso viel Wasser verdünnt, mit 9,5 ccm n-Ammonchlorid 
und 9,5 ccm n- Ammoniak versetzt und die Phosphorsäure mit 1,9 g Magnesiumacetat ausgefällt. 
Nachdem der Niederschlag krystalÜti geworden, filtrierten wir ihn schnell ab und neutralisierten 
die Eösung. Der Verlust bei der Entfernung der Phosphorsäure betrug 16%. 

Aus der wieder angesäuerten Eösung wurde die Eipase mit derselben Toner deincnge von 
neuem adsorbiert und mit 250 ccm ,, Ammonphosphat“ wieder eluiert; Ausbeute 60 E.E., 
d. i. 42,6%. 

Kaolmadsorption: Die Ivösung konnte phosphathaltig bei Gegenwart von Essigsäure der 
Adsorption durch salzsäurebehandeltes Kaolin (8,9 g) imterworfeii werden. Zur Elution diente 
eisgekühltes glycerinhaltiges 0,05 n- Ammoniak. Nach raschem Neutralisieren brachten wir den 
Glyceringehalt auf 50% und filtrierten die stark getrübte Flüssigkeit rasch durch eine dünne 
Schicht Kieselgur. Die Elutionsausbeute betrug in 135 ccm 44,5 E.E., also 74% (1,00 ccm: 
TI % Spaltung, 0,33 E.E.). Für so gereinigte lüpase waren in der II, Abhandlung enzymatische 
Konzentrationen von ungefähr I^.W. = 200 gefunden worden (durch das allerdings mcht genaue 
Dialysenverfahren bestimmt). 

Der Drehungssinn bei der Hydrolyse mit hochwertigen Pankreaspräparaten ist 
in allen Fällen derselbe wie bei Anwendung von rohem Pankreas derselben Tierart. 
In mehreren Beispielen (Phenylchloressigsäure und Tropasäure) sind die Werte für a bei 
der Säure viel niedriger gefunden worden [164] als beim Ester. Hier und noch mehr 
bei den analogen Versuchen mit Magenlipase hat vermutlich Zersetzung der gebildeten 
Säuren bei der sehr langen Versuchsdauer mitgespielt. Daß auch Racemisierungs- 
erscheinungen Vorkommen, darauf deutet die geringere Drehung des Esters in Ver- 
such I mit Mandelsäure hin. 
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R. WH^LSTÄTTER, E. Bamann und J. Waedschmidx-Graser: 


Tabelle 2. 

Hydrolyse racemischer Ester mit gereinigter Pankreaslipase (Schwein). 
(Estermenge: 7200 Mol in 25 ccm; Versuchsdauer: 96 Stunden; Versuchstemperatur: 30®.) 


Nr. 

Substrat 

Enzym- 

menge 

; (E- E.) 

1 Eüter- 
spaltung 
auf 

^ Grund d. 
Säuretitr. 
(%) 

Säure 

Ester 

«(“) 

[«]d(°) 

«0 

P 

1 Mandelsänreäthylester 


; 35,8 

- 1,35 I 

- 24,7 

+ 0.97 


; Phenylchloressigsäureiiiethylester . . , 

6.50 

! 20.5 

--0,15 ^ 

— 4,06 

+ 0,74 

3 

; Plienylmethoxyessigsäuremethylester . 

■ 8,15 

i 25.2 

— 2,02 

1 -48,3 

+ 1.94 

4 

i Tropasäuremethylester 

6,50 


7 0,05 

4- 2,2; 

— 0,20 

5 

1 Tropasäuremethylester 

1 8.15 

13,4 

-- 0, lü 

1 + 4,5 

— 0,32 


4. Versuche mit Magenlipase. 

Die Magenlipase des vSchweines kam ungereinigt zur Anwendung in Form von 
Essigsäurefällungcn der ammoniakalischen Auszüge, die aus getrockneter Schleimhaut 
(Cardia- und PMndusteil) mit “/40-Ammoniak erhalten waren. In höheren Reinheits- 
graden gewannen wir das Enzym nach dem Verfahren unserer XVL Abhandlung (im 
Druck), entweder nur durch proteolytischen Abbau und erneute Essigsäurefällung 
(Reinheitsgrade von B.2W. = etwa 200 bis 400) oder noch weiter gereinigt durch 
wiederholte Voradsorj^tioneu mit Kaohn und Tonerde (B.zW. > 800). 

[165] Das Enzym des Hundemagens wurde ebenfalls in rohem Zustande (eingedampf- 
ter ammoniakalischer Auszug vom Butyrasewert 4 bis 5 oder Essigsäurefällung hieraus 
vom Werte 15) und nach Reinigung durch Proteolyse angewandt; daraufhin und nach 
wiederholter Umscheidung mit Essigsäure betrugen bei diesem Material die Butyrase- 
werte nur ungefähr 100 (gemessen bei = 5,5). Die Reinheitsgrade der angewandten 
Präparate von Eipase des Hundemagens sind durch ihre Butyrasewertc und durch das 
(5. Stab der Tab. 4) mit Tributyrin gemessene Verhältnis des Wirkungsvermögens 
bei = 5,5 und desjenigen bei 8,6 gekennzeichnet. Die Wirksamkeit der Rohprodukte 
ist in noch höherem Maße als in unseren früheren Versuchen im saueren Gebiet durch 
Bcgleitstoffe aktiviert. Sie ist hier fast 40 fach hoher als bei = 8,6. Bei der Rei- 
nigung erfolgte starke Verschiebung zugunsten von ^ 8,6, wenn es auch nicht zu 
optimaler Wirkung in so beträchtlich alkalischem Gebiet gekommen ist. 

Die genaueren neuen Versuche bestätigen und erweitern die vorläufigen An- 
gaben der IX. Abhandlung : das Magenenzym unterscheidet sich in seiner Konfigura- 
tionsspezifität von der Pankreaslipase. Die Prüfung mit nur einem Substrat wäre 
unzuverlässig. Die beiden Enzyme wälilen nämlich beim Phenylchloressigsäureester 
in gleichem Sinne aus, bei Mandelsäureester im entgegengesetzten. So reichen auch die 
von uns angewandten vier Substrate nicht aus, um das Magen- und das Eeberenzym 
des Schweines hinsichtlich ihrer Konfigurationsspezifität zu unterscheiden. 

* Auch die Versuche mit Mandelsäure- und Phenylcliloressigsäureester sind (unter etwas 
geänderten Bedingungen) wiederholt ausgeführt worden; die Ergebnisse stimmten im Sinne 
überein. 
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Bei der bedeutenden Steigerung des Reinheitsgrades bis zum Verschwinden der 
Eiweißreaktion hat sich bei der Hagenlipase des Schweines der Sinn des optischen 
Auswählens nicht geändert. Mit zunehmender Reinheit ist Zunahme der spezifischen 
Drehungen, also ansteigendes optisches Auswählungsvermögen, zu beobachten gewesen 
(nach Versuch 6 und 7, verglichen mit i bis 5 und nach Versuch 9 bis ii, verglichen 
mit 8). Wahrscheinlich sind die Affinitäten des rohen Enzyms durch adsorptiv an- 
haftende Begleitstoffe beeinflußt. Allerdings dürfte auch in den Versuchen mit den 

[166] Tabelle 3. 

Spaltung racemischer Ester durch Mageiilipase (des Sclnveiues) in verschiedenen 

Reinheitsgraden. 

( Versuclisteniperatur ; 20^.) 


JSr . 

1 

Racemischer Kster ' c « 

: >6 

i W 

Reinheits- 

grad 

(B.iW.) 

V 

3 

in 
i S 
> 

.2 

£ 'S rt 
a ki 
'S 3 
«0 

Säure 

) ;raji >{9 

Ester 

«(9 

I 

Mandels. Äthyl, 3 g in 100 ccm . . . . ' 3000 

Rohprodukt ^ 

40 

4,5 

+0,29 4-12,7 

--0.38 

2 

,, ,, 3 g ,, 100 ccm niitCaCb ■ 3000 ■ 


40 

4.9 

+0,31 -fl2,3 

-0,40 

3 

,, 3 g ,, 100 ccm mit CaCl: 

-r Natr. Ol 3000 


40 

4.3 

■i 0,29 1 - 11,9 

“-079 

4 

Mandels. Äthyl, 3 g in 100 ccm mit CaCb 
-[- Natr. Ol. + Alb 3000 


; 40; 

4 .Ö 

+0,30 

1-12,9 

-«77 

5 

; Mandels. Äthyl, 3 g in 100 ccm, Zus. wie in 4 6000 

23 

40 : 

9>3 

+073 , + 157 

-0,70 

6 

1 ,, ,, lg,, i5occm ^ 6000 ; 

409 

4 oj 

20,2 

4-1,03 ' + 30,2 

— 1,21 

7 

,, 0,5 g in 75 ccm \ 33 ^ 

825 

; 50^ 

U.2 

4-0,40 ^-442,4 

-«73 

8 

Phenylchloressigs. Äthyl, 0,5 gin 150 ccm ' 1650 

15-7 

^ 50: 

7>9 

-0.12 '-17,5 

-rO, 2 o 

9 

0,5 g ,, 75 ccm 2080 

23M 

: 5^ 

9.9 

-025 

29.3 

-1 0,42 

IO 

0,5 g ,, 75 ccni i 3000 

825 

■ 60 

i ;.9 

-0,56 -36,4 

1-1.05 

1 1 

, ,, _ 0,5 g ,, 75 ccm 1 3300 

,«25 

50 

12,7 

-0,41 i-37.5 

-! 0.80 

12 

1 Phcnyhnelhoxyessigs. Methyl, lg in 200 ccm 5625 

200 

144 

; 

+ 1,94 ;4-i2.5 

r 1,80 

13 

i Tropasaures Methyl, i g in 200 ccm. . 5625 

200 

204 

5.9 

-o,o8^~ 7,3 

- 0, 1 0 


großen Stoff mengen [167] von rohem Enzym die optische Spezifität durch Neben- 
erscheinungen teilweise verdeckt sein. Die gefundene Acidität ist in der Tabelle ein- 
fach auf Mandelsäure und Phenylchloressigsäure bezogen, obwohl sie vielleicht zum 
Teil durch Nebenreaktionen gebildeten anderen Säuren zuzuschreiben ist. 

Ausgleichende Aktivierung, wie sie für die Hydrolyse von Tributyrin mit Vorteil 
angewandt wird, hat (nach Versuch i bis 4) auf die Geschwindigkeit der Mandelsäure- 
esterspaltung keinen Einfluß gehabt. Es ist nicht unmöglich, daß in den Versuchen 
mit diesem Ester eine Hemmungserscheinung nutgesprochen hat, von der Art, wie sie 
R. WiTESTÄTi'EK, R. Kuhn, O. Lind und E. Mbmmkn^) vor kurzem beschrieben haben. 
Auch bei Anwendung reinster Substrate kann, wenn das Organpräparat Dehydro- 
genase enthält, Ketonsäureester gebildet werden und hemmend wirken. 

' In den Versuchen i — 4 wurde das aus 30 g Trockenschleiiiihaut durch Ausziehen mit 
Ammoniak und Fällen mit Essigsäure gewonnene Enzym angewandt, 1,5 bis 3 g von B.jW. 
= IO bis 20. 

* Die mögliche Fehlergrenze der Ablesung beträgt: ±0,05®. 

9 Diese Zs. Bd. 167, S. 303, und zwar S. 306 [1927] (Abh.ioS). 
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Wie bei den Versuchen mit der gastrischen Lipase des Schweines, so hat sich mit 
dem Enzym des Hundemagens die Konfigurationsspezifität als unabhängig vom Rein- 
heitsgrad erwiesen. Ein zweites Ergebnis ist die Verschiedenheit der optischen Spezi- 
fität einer Organlipase von Tier zu Tier, im vorliegenden Falle der Magenhpase von 
Hund und Schwein. Zufällig genügt schon der einzige Ester, auf den sich die Tab. 4 
bezieht, für diese Feststellung. Dieses Ergebnis ist einer Beobachtung von P. Rona 
und R. Ammon an Leberesterase anzureihen; nach diesen Forschem ist Menschen- 
leberesterase (gemäß einem Versuch) gegen Mandelsäureester „linksorientierV', wäh- 
rend Rinder- und Schweineleberenzym „rechtsorientiert'' sind. 

Von den Versuchen der Tabelle fällt einer (Nr. 3) in unerklärlicher Weise aus 
der Reihe heraus. Für diesen Versuch, übrigens mit überaus trägem Reaktionsverlauf, 
hat eine Essigsäurefällung gedient, gewonnen ans den ammoniakalischen Auszügen 
mehrerer frischer getrockneter Hundemagen. Bei der Wiederholung (Nr. 4) des Ver- 
suchs, zwei Monate später, mit eingeengtem ammoniakalischen Auszug desselben 
Rohmaterials, war die bevorzugte Komponente wie in den sonstigen [168] Versuchen 
die rechtsdrehende. Wenn es sich hier leider auch nur um eine einmalige Beobachtung 
handelt, so wird doch die Aufmerksamkeit von neuem auf die Frage gelenkt, ob nicht 
durch Beimischungen in dem natürhchen Vorkommen eines Enzyms die Erscheinung 
seiner Konfigurationsspezifität verdeckt werden kann. 


Tabelle 4. 

Spaltung des raccmischen Phenylchloressigsäureäthylesters durch Magenlipase 
(des Hundes) in verschiedenen Reinheitsgraden. 


Xr. 

Substrat 

Etizym- 
meage (Ein- 
heitea bei 

Reinheits- 

grad 

(BntjTase- 

werl) 

Wirksamkeits* 
Verhältnis 
(Pu- 5,5 

: Ph^8,6) 

Versuchs- 

dauer 

Estersp. auf 
Gnind d. 
Säure- 
tilration {%) 

Säure 

Ester 




(Stdn.) 

ocn 


an 

1 

0, 5 g in 500 ccm 

1800 

4 

00 

IIS 

49.Ö 

+0,14 

+ 3'3 

-0,25 

2 

0.5 g 

,, 450 ccm 

3/ÜÜ 

' 5 

37 : I 

1 39 

24,8 

+0,10 

+ 4,6 

- o,rs 

3 

0.5 g 

,, 250 ccm 

1 8750 

IS 

21,4 : I 

1 45 

24,2 

-0,15 

- 7,2 

+ 0,20 

4 

0.5 g 

,, 350 ccm 

1200 

5 

20 : 1 

108 

44,4 

+0,50 

+ 13,0 

- 1,05 

5 

«.5 g 

100 ccm 

435 

93.7 

6,4 : I 

: 137.5 

19,9 

+0,40 

+23,4 

-1.33 

6^ 

0.5 g 

,, 75 ccm 

1 1215 

135 

1,5: I 

50 

7-9 

+0,12 

+ 17,6 

— 0,21 


Die Versuche mit dem Enzym des Hnndemagens sind wegen der geringen Er- 
giebigkeit eines einzelnen Magens und der schwachen Esterasewirkung nicht mit dem 
Organ je eines Tieres, sondern, wie übrigens auch beim Schwein, mit Gemischen von 
mehreren Magen ausgeführt worden. Es ist nicht sicher, daß die Magenlipase ver- 
schiedener Hände gleiche optische Spezifität besitzt. 


Die vorliegende Untersuchung wurde durch ein Forschungsstipendium der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft gefördert ; wir drücken unseren aufrichtigen 
Dank für diese Unterstützung aus. 

* In dem Parallelversucli ohne Substrat war das Enzym nach 24 Stunden zerstört. 
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106. UBER LEBERESTERASE. 

Versuche zu ihrer Reinigung und über ihre Beständigkeit. 

Von H. Kraut und H. Rubenbauer. 

(Ans dem ChemivSchen Ivaboratoriuni der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

]MiL 1 Abbildung ini Text. 

(Der Redaktion zi:gegangen am 25. Oktober 1927.) 

Das erste Ziel der Enzymreinigung, das mit Hilfe der Adsorptionsmethode in 
einigen Fällen verwirklicht werden konnte, ist ihre Abtrennung von den bekannten 
Substanzen aus den drei großen natürlichen Stoffgruppen der Eiweißkörper, Kohle- 
hydrate und Fette. Nicht immer kann dieses Reinigungsverfahren ohne weiteres auf 
die enzymhaltigen Työsungen angewandt werden. Hs ist vorgekommen, z. B. beim 
Invertin^ und bei der Magenlipase daß die Enzyme direkt nicht, sondern erst nach 
einer Vorreinigung durch andere Verfahren sich an die Adsorbentieii binden ließen. 
Das Papain wird zwar selbst leicht an Tonerde adsorbiert, aber nach der Elution aus 
den Adsorbaten befindet es sich wieder fast auf derselben Reinheitsstufe wie vorher. 
Das Fehlen des Reinigungserfolges ist darauf zurückzuführen, daß die Begleiter des 
Papains in ihrer überwiegenden Mehrheit besser als dieses selbst adsorbiert werden. 
Es gelingt durch Entfernen eines [104] Teils der Begleitstoffe, das Ferment der Reini- 
gung durch Adsorption zugänglich zu machen^). 

Ein etwas anderer Fall liegt bei dem esterspaltenden Enzym der Leber vor. Nach 
den Untersuchungen von R. WibbvSTÄTTfiR nnd F. Memmen 2) ist die Leberesterase 
durch Adsorption an Tonerde oder Kaolin (und darauffolgende Elcktrodialyse) leicht 
auf ungefähr das 40 fache des getrockneten Organs zu reinigen. Dann aber scheint 
die Ergiebigkeit des Adsorptionsverfahrens erschöpft; weder die Wiederholung, noch 

^ R. WibbSTÄTTER und F. Racke, Liebigs Ann. der Chein. Bd, 425, S. i [1921] {Äbh. 45). 

’ R. WiLSTATXER und F. Memmen, Diese Zs. Bd. 133, S. 247 [1924] {Abh. 94). 

H. Kraut und E. Bauer, Zur Kenntnis des Papains (III. Abh. über Enzymadsorption, 
zugleich VII. über pflanzliche Proteasen in der von R. WieesTatTER und Mitarbeitern begonnenen 
Reihe). Diese Zs. Bd. 164, vS, 10 [1927] (Ahh. 123). 

*) Vergleich von lyeberesterase mit Pankreaslipase; über die stereochemische Spezifität der 
Lipasen (Vlll. Abh. über Pankreasenzyme). Diese Zs. Bd. 138, S. 216 [1924]. 


Willstätter, Enzyme. 
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H. Kraut und H. Rübenbauer : 


seine Variation bringt einen weiteren Reinigungserfolg. In diesem Stadium bestehen 
die Begleiter des Enzyms in der Hauptsache aus Eiweißkörpern und ihren Abbau- 
produkten. 

Wir haben nun geprüft, ob nicht durch die erste erfolgreiche Adsorption eine 
Auswahl unter den Begleitstoffen der Eeberesterase in dem Sinne eingetreten sei, daß 
nur noch die bevorzugt vor dem Enzym an Kaolin oder Tonerde adsorbierbaren vor- 
handen sind. Wenn es gelingt, durch ein anderes Verfahren vor der Adsorption gerade 
diese Begleitstoffe zu entfernen, so konnte die Adsorptionsmethode bis zu weit höheren 
Reinlieitsgradeii als Reinigungsverfahren brauchbar bleiben. 

In der Tat vermag man durch eine Dialyse die gewünschte Eraktionierung herbei- 
zuftihren. Sie ist nämlich von einer umfangreichen Fällung hochmolekularer Eiweiß- 
körper begleitet, die fast keine Esterase aus der Lösung mitnehmen. Man kann nun 
einen weiteren Teil dieser störenden Begleitstoffe vorwegadsorbieren und erhält da- 
durch die Esterase in einer zur Adsorption geeigneten Form. Durch Bindung an Ton- 
erde, oder durcli den Wechsel von Kaolin- und Tonerdeadsori)tion gelingt es bei sorg- 
fältiger Auswahl der Verfahren auf Grund der ermittelten Adsorptionskurven, das 
Enzym vollständig von [105] Eiweißkörpern zu befreien. Derartige Lösungen sind 
durch keine Reaktionen auf bekannte organische Substanzgruppen mehr charakterisier- 
bar. Der Reinheitsgrad der Esterase ist in unserem besten Präijarate das 128 fache 
des getrockneten Organs (Esterasewert 114). 

Unter allen Reaktionen auf Begleitstoffe der Leberesterase ist die Millonsche 
am schwierigsten zum Verschwinden zu bringen. Sobald sie aber aufhört, tritt eine 
auffallende Veränderung in den Eigenschaften des Enzyms ein: Es verliert völlig die 
Beständigkeit, durch die es sich vor anderen Fermenten, vor allem vor der Pankreas- 
lipase bisher ausgezeichnet hat. Während nach den Erfahrungen von R. Wielstätter 
und F. Memmen, wie nach unseren eigenen die Wirksamkeitsverluste auf den vorher- 
gehenden Reinigungsstufen selten mehr als 10 bis höchstens 25% in einigen Tagen 
betrugen (worauf ein Zustand großer Haltbarkeit chitrat), fallen nun die bestimmbaren 
Enzymmengen schon über Nacht um 50 % ab, und der Prozeß der Zerstörung geht, 
wenn auch verlangsamt, weiter, bis alles Enzym inaktiviert ist. Damit bestätigt sich 
die Vermutung von Wielstätter und Memmen, daß die früher beobachtete Beständig- 
keit der Leberesterase nicht eine Eigenschaft des Enzyms selbst, sondern durch die 
Gegenwart eines stabilisierenden Begleitstoffs bedingt sei. 

Daß die Enzyme mit wachsendem Reinheitsgrad unbeständiger werden, ist eine 
allgemeine Erscheinung und das schwierigste Problem ihrer Reinigung. So beobachteten 
R. WiEEsTÄrTER, J. Graser und R. Kuhn.^, daß das sonst sehr beständige Invertin 
empfindlich wird, wenn die analytisch nachweisbaren Gruppen entfernt sind. Ebenso 
erleidet nach E. Waedscemidt-LeiTz^ die Enterokinase nach einer Reinigung durch 
Kaolinadsorption in einigen T^en merklichen Aktivitätsrückgang, während die rohen 
Lösungen lange Zeit haltbar sind. Es ist aber noch kein Beispiel bekannt, in dem 

^ Diese Zs. Bd. 123, S. i [1922] [Abh. 48). ^ Diese Zs. Bd. 142, S. 217 [1925] {Ahh.gg). 
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der Übergang von verhältnismäßig guter Beständigkeit zu [106] großer Zersetzlichkeit 
so schlagartig einsetzte, wie bei der I^eberesterase mit der Abtrennung der letzten 
Anteile an millongebender Substanz. Dieses Verhalten eröffnet die Möglichkeit, die 
Ursachen der Bnzymerhaltnng etwas näher kennen zu lernen. f 

Aus dem bisherigen Beobachtungsmaterial läßt sich mit größter Wahrscheinlich- 
keit entnehmen, daß die Stabilisierung der Leberesterase in unseren Präparaten der 
miliongebenden Substanz selbst und nicht einem anderen, zufällig durch dieselbe Rei- 
nigungsoperation entfernten Begleitstoff zuzuschreiben ist. In drei Beispielen, die zwei 
verschiedenen Leberproben entstammen, ist nämhch der Reinheitsgrad, bei dem die 
Milionreaktion verschwindet, ganz verschieden. Die Bsterasewerte betrugen 76, 87 
und 114, und die Zerstörung war bei dem unreinsten dieser eiweißfreien Präparate eher 
größer als bei dem besten. In einem weiteren Versuch, der zum Reinheitsgrad 91 
führte, gelang es nicht, die Milionreaktion völlig zu unterdrücken, und entsprechend 
war die Haltbarkeit größer als die der beiden unreineren, aber milionfreien Präparate. 
In 4 Tagen sank die Aktivität nur um 22 % . Da in allen diesen Präparaten die Reak- 
tionen auf hochmolekulares Biweiß, nämlich die Fällungen mit Bssigsäure, Ferrocyan- 
wasserstoffsäure und Bleiacetat, ferner die Proben auf Tryptophan und Histidin nega- 
tiv ausfielen, so kann man annehmen, daß die Stabilität der Bsterase durch tyrosin- 
haltige Biweißabbauprodukte aufrecht erhalten wird. Diese Vermutung wird gestützt 
durch Hinweise aus der Literatur, die vielleicht auf eine ähnliche Rolle des Tyrosins 
bei anderen Bnzymen schließen lassen. R. Wiüüstätter und K. Schneider sprechen 
davon I, daß einige ihrer besten und beständigsten Saccharasepräparate die Milion- 
probe besonders stark geben. S. Fränkee und M. Hamburgs ebenso R. Fricke^ 
finden, daß Präparate der Malzamylase sehr empfindlich werden, wenn die Milion- 
reaktion auf Spuren zurückgegangen ist. Bine Schutzwirkung durch [107] Amino- 
säuren überhaupt beobachteten C. H. Sherman^) bei gereinigter Pankreasamylase, 
B. R. Dawson^) bei Pankreaslipase, S. Nakagawa^) eine Stabilisierung der Sojaurcase 
durch Biweißkörper. 

Beschreibung der Versuche. 

Messung des Bnzyms. Zur Bestimmung der Lebercsterase verwenden wir 
die von R. WieestÄXTER und F. Memmen für PankreasHpase ausgearbeitete Titrations- 
methode der aus Buttersäuremethylester abgespaltenen Säure ^). Aktivierende Zusätze, 
die für die Pankreaslipase notwendig sind, konnten unterbleiben. Wir stellten fest, daß 
unsere reinsten Präparate ebensowenig durch Natriumoleat, Calciumchlorid und Bier- 
albumin aktivierbar sind, wie die von WieestÄtter und Memmen untersuchten. Auch 
der Reaktions verlauf ändert sich nicht; die Proportionalität zwischen Zeit und Umsatz 
bleibt erhalten. 

Diese Zs. Bd. 133, S. 193 [1924] 50). 

’ Hofm. Beitr. Bd. 8, S. 369 [1906]. 5 Chera. Ber. Bd. 57, S. 765 [1924]. 

*) JE Am. Chem. Soe. Bd. 45, 8.1960 [1923]. *) Biocheni. Jl. Bd. 21, S. 398 [1927]. 

3 ) Mitt. med. Fak. Tokyo Bd. 28,8. 383 [1922]. “*) Diese Zs. Bd. 133, S. 229 [1924] (2! 93). 

91 * 
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Als Einheit des Enzyms (i Esteraseeinheit = i K.E.) dient nach der von Wile- 
STÄTTER und Memmen für die Methylbutyratspaltung durch Pankreaslipase festgesetz- 
ten Definition diejenige Enzymmenge, die in 20 ccm des angegebenen Versuchsansatzes 
enthalten ist und in 60 Minuten 25 % des Butyrates spaltet. In der VIII. Abhandlung 
über Pankreasenzyme wurde sie zu Vergleichszwecken E./ E. bezeichnet und entspricht 
1/4,5 der mit dem Stalagmometer gemessenen Einheit der Tributyrinspaltung (B.iE.). 

Der Reinheitsgrad ist bestimmt durch den Esterasewert (E. W.) , das ist die Zahl der in 
I cg der Trockensubstanz enthaltenen Esteraseeinheiten. Er ist wieder 1/4,5 aus der 
Tributyrinspaltung ermittelten Butyrasewertes (B.iW.) von Willstätter und Memmen. 

Präparate. Ebenfalls nach dem Vorgang der VIII. Abhandlung über Pankreas- 
enzyme gewannen wir das [108] Ausgangsmaterial unserer Untersuchung durch Ex- 
traktion des mit Aceton und Äther hergestellten Trockenpulvers aus Schweinelebern 
mit der 40 fachen Menge '^/40-ammoniakalischen Wassers, Wir verwandten im ganzen 
drei Eeberproben. _ _ 

Usterasewerle 


I^ebeiprobe 

des 

Trockenpulvers ' 

des Auszugs 

I 


! 

3.8 

II 

^ 0,95 


2,5 

III 

0,89 


,3.2 


Die ammoniakalischen Auszüge bestehen in der überwiegenden Menge aus Eiweiß- 
körpem. Zusätze von Eerrocyanwasserstoff säure, Ammonsulfat, Uranylacetat, Blei- 
acetat und Quecksilberchlorid geben starke Niederschläge, positiv sind die Biuret- 
probe und die Reaktionen von MiLLON, Paxjly, Adamkiewicz, undeutlich die von 
Fürtii und von Molisch. Auffallend ist das Fehlen der Kohlehydrate; die Fehlingsche 
Reaktion ist völlig negativ, auch nach Kochen der Lösung mit starker Salzsäure. 

In der Absicht, vor Anwendung des Adsorj)tionsverfahrens eine Reinigung der 
ammoniakalischen Auszüge auf anderem Wege zu bewirken, unterwarfen wir sie der 
Dialyse gegen fließendes, destilliertes Wasser. Je nach Verwendung von pflanzlicher 
oder tierischer Membran konnten wir interessante Unterschiede in der Wirkung der 
Dialyse beobachten. Aus Beuteln von Pergamentpapier diffundierten im Lauf von 
24 Stunden 12 bis 25 % des angewandten Enzyms, während in derselben Zeit der 
Verlust aus einer Fischblase nur 2 bis 8 % betrug. (In besonderen, ohne Wasserwechsel 
duTchgeführten Versuchen ließ sich keine Esterase außerhalb der Pergamentmembran 
nachweisen. Wir vermuten daher, daß nicht das Enzym selbst, sondern sein Stabili- 
sator die Pergamentmembran durchdringt.) Der Unterschied ist nicht oder doch 
nicht in der Hauptsache auf die verschiedene Porenweite der [109] MemlSrane zurück- 
zuführen. Dialysenversuche, die zur selben Zeit mit einer aus Ham gewonnenen und 
auf die Herztätigkeit einwirkenden Substanz* unternommen wurden, hatten genau 
das umgekehrte Ergebnis. Dasselbe Pergamentpapier, wie das in unseren Versuchen 
verwendete, hielt die Substanz sehr vollkommen zurück, durch die Fischblase aber 

* E. K. Frey und H. Kraut, Diese Zs. Bd. 157, S. 33 [1926]. 
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trat starker Verlust ein. Diese Ergebnisse lassen erkennen, daß neben der rein mecba- 
nischen Frage der Porenweite chemische Momente für die Dialysierbarkeit einer Sub- 
stanz ausschlaggebend sind, sei es durch Festhalten der durchtretenden Moleküle an 
den Bausteinen der Membran, wodurch Dialyse verhindert, oder durch ihre Dösung 
in der Membransubstanz, wodurch ein Transport nach der Seite der Außenflüssigkeit 
ermöglicht wird. Da das Fassungsvermögen der üblichen Fischblasen für die Dialyse 
größerer Substanzmengen zu gering ist, verwenden wir als Dialysierbeutel ganze 
Hammelblinddärme 2, aus denen häufig die käuflichen ,, Fischblasen" angefertigt 
werden. Sie fassen bei einer Dange von etwa 40 cm gut Dösung. 

Die Dialyse dauerte im allgemeinen 3 Tage und lieferte Ausbeuten von 80 bis 97 % 
des Enzyms. Ihr Erfolg bestand nicht nur in der Abtrennung von niedrig molekularen 
Begleitstoffen; vielmehr trat durch die Entfernung des Ammoniaks auch eine Ab- 
scheidung von Eiweißkörpern ein. Manchmal fand sich ein leicht filtrierbarer Nieder- 
schlag am Boden der Dialysierschläuche, meist war die Dösung milchig getrübt, und 
erst auf Zusatz von etwas Ammonacetat erfolgte die Ausflockung der kolloidalen 
Dösung. Nach dem Abfiltrieren des Niederschlags besitzt das Enzym Reinheitswerte 
von 5 bis 15, durchschnittlich von 10. Bei der Bestimmung des Trockengewichts stört 
die Anwesenheit von Ammonacetat nicht, da es bei längerem Verweilen in einer Um- 
gebung von 100 sich restlos verflüchtigt. 



Adsorptionsverhalten der heb er esterase gegen Tonerde auf verschiedenen Reinheitsstufen. 
A.W. ^ Anzahl der von i g Tonerde anfgenommenen E.E. 

C = Anzahl der E.E. in 1 1 Eösung nach erfolgter Adsorption. 

Die Adsorptionskurven sind aufgenommen mit einem Präparat aus Deberpulver III und zwar; 
Kurve i nach der Dialyse (E.W. 15) 

Kurve' 2 nach der folgenden Kaolinvoradsorption (E.W. 23) 

Kurve 3 nach der folgenden ersten Tonerdevoradsorptiou (E.W. 19) und Eindampfen (E.W. 14) 
Kurve 4 nach der zweiten Tonerdevoradsorption (E.W. 14?) 

Mit Punkt X der Kurve 4 wurde die Hauptadsorption an Tonerde durchgeführt, und das Enzym 
mit einem E.W. von 91 daraus eluiert. 

® Zu beziehen von der Firma H. Fudis, München, Schützenstraße. 
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Adsorptionskurven an Kaolin^ und an Tonerde" (vgl. Kurve i der Abbildung) 
ergaben, daß von den ersten zugesetzten Adsorbensanteilen relativ viel weniger Enzym 
gebunden wurde, als von größeren Mengen, so daß eine Voradsorption zweckmäßig 
erschien. Wir unternahmen in allen Fällen eine Voradsorption mit Kaolin aus “/loo- 
essigsaurer Lösung und erreichten in den Restlösungen Esterasewerte von bestenfalls 27, 
durchschnittlich von 17 mit Ausbeuten von 80 bis 90 % des Enzymgehaltes der Dialy- 
sate, Das Kaolin läßt sich schlecht zentrifugieren, besser filtriert man es durch eine 
dünne Schicht von Kieselgur. Wenn die Lösungen nicht schon nach der Dialyse mit 
Ammonacetat versetzt wurden, ist dieser Zusatz zur Filtration des Kaolins meist not- 
wendig. 

[in] Auf dieser Reinheitsstufe zeigen die Präparate den in Kurve 2 der Abbildung 
dargestellten Adsorptionsverlauf. Das Enzym wird mit wesentlich besseren Adsorptions- 
werten von der Tonerde aiifgenommen, aber es befindet sich nach der von H. Kraut 
und E. Bauer votgeschlagenen Ausdrucksweise in benachteiligter Konzentration, und 
seine Adsorption verspricht wenig Reinigungserfolg. Dieser wird, wie zahlreiche Ver- 
suche lehrten, dadurch, noch besonders verschlechtert, daß die mit dem Enzym adsor- 
bierten Begleitstoffe bevorzugt vor ihm eluiert werden. 

Es hat sich nun herausgestellt, daß man diese Begleitstoffe aus 7 ioo-essigsauTer 
Lösung zusammen mit 20 bis 30 % des vorhandenen Enzyms durch Tonerde wegadsor- 
bieren kann. Der Reinheitsgrad der Lösungen wird dadurch nicht gebesssert, oft sogar 
nicht unbeträchtlich verschlechtert. Aber diese Maßnahme entfernt Begleiter, welche 
die Elution des Enzyms beeinträchtigen, und solche, die bevorzugt vor dem Enzym 
eluierbar sind, Die Lösungen des Enzyms sind nun in dünner Schicht vollkommen 
farblos, in dicker schwach hellgelb, während die rohen Extrakte eine braungelbe, 
die Dialysate noch eine gelbe Farbe besitzen. Sie sind durch die zahlreichen Opera- 
tionen sehr verdünnt geworden; in 1 1 befinden sich 140 bis 220 E.E. Sehr bemerkens- 
wert ist, daß die Adsorptionswerte gegenüber dem Zustand vor der Tonerdeadsorption 
bedeutend erniedrigt sind, nämlich von etwa 1500 auf 100 bis 200 bei derselben Rest- 
lösungskonzentration. Koadsorbentien, welche eine vermehrte Bindung des Enzyms 
an Tonerde vermittelten, scheinen abgetrennt worden zu sein. 

Adsorbiert man jetzt die Leberesterase fast vollständig an Tonerde, so ist die 
Elutionsausbeute aus dem sehr umfangreichen Adsorbat gering und läßt sich durch 
Anwendung der verschiedensten Eluentien nicht verbessern. Steigert man durch Ein- 
dampfen die Konzentration des Enzyms auf das vierfache, so steigen, wie Kurve 3 
der Abbildung zeigt, die Adsorptionswerte fast auf die alte Hohe. Infolge der Verringe- 
rung der notw^endigen Adsorbensmengen wird das Enzym wieder leicht eluierbar. 

‘ D as Kaolin wurde vor dem Gebrauch nach dem Verfahren von R. WiiXSTÄTTER und 
K. Schneider (a.a.O.) mit Salzsäure mehrfach ausgekocht und bis zum Verschwinden der sauren 
Reaktion dekantiert. 

» Zu allen Tonerdeadsorptionen diente Polyaluminiumhydroxyd A nach der Vorschrift 
von R. WiEESTÄTTER und H. KratjT, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1082 [1924] {Abh. zo). 
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[112] Diese Konzentrierung, die wir im Hochvakuum einer Ölpumpe Vornahmen, 
war anfangs mit großen Knzymverlusten verbunden. Die Anwesenheit von Ammon- 
acetat bewirkt, daß ursprünglich völHg neutrale Dösungen immer wieder sauer werden, 
besonders stark, wenn das Volumen im Destillationsgefäß vorübergehend sehr gering 
wird. Wir hielten daher durch ständiges Nachsaugen die Flüssigkeitsmenge im Rund- 
kolben immer auf 2 1 und unterbrachen bei einer Verarbeitung von 10 1 mindestens drei- 
mal die Destillation, um den Kolbeninhalt mit Ammoniak vollständig zu neutrali- 
sieren. Die Verluste der Destillation ließen sich so (beim Konzentrieren auf den vierten 
Teil des Volumens) von anfangs 50 bis 60 % auf 15 bis 20 % zurückdrängen. Die meist 
trüb gewordenen DÖsungen neutralisiert man genau mit Ammoniak und klärt sie 
mittels Filtrieren durch eine dünne Kieselgurschicht. Sie enthalten nun im Liter 600 bis 
800 E.E. 

Durch den bisherigen Verlauf der Reinigung ist der Reinheitsgrad des Enzyms 
nicht wesentlich gesteigert worden. Es besitzt Ester asewerte von 10 bis 25, während 
noch knapp die Hälfte der ursprünglichen Enzynimenge vorhanden ist. Aber unter 
den Begleitstoffen des Enzyms ist eine starke Verschiebung eingetreten. Die hoch- 
molekularen und gut adsorbierbaren Eiweißkörper sind fast vollständig verschwunden. 
Die Reaktion mit Ammonsulfat fällt negativ aus, diejenigen mit Uranylacetat, Queck- 
silberchlorid und Ferrocyanwasserstoffsäure sind auf schwache Trübungen zurück- 
gegangen. Stark positiv sind nur noch die Millonsche und die Biuretprobe. 

Zahlreiche Versuche haben ergeben, daß es nicht zweckmäßig ist, an der be- 
schriebenen Reihenfolge der Reinigungsoperationen (Dialyse — Kaolin voradsorption — 
Tonerdevoradsorption — Eindampfen) etwas zu ändern. Bis zu dieser Stufe war auch 
der Reinigungsgang aller geglückten Präparate vollkommen gleichartig. Die Ent- 
fernung der jetzt noch vorhandenen Eiweißabbauprodukte erforderte aber bei den 
verschiedenen Präparaten ungleiche Adsorptionsmaßnahmen. 

Bei zwei aus I^berpulvcr I hergestellten Lösungen genügte eine einzige Ton- 
erdeadsorption, die wir aus [113] “/loo-essigsaurer Lösung mit einem Adsorptions- 
wert von etwa 2000 bei einem Adsorptionsgrad von 80% duichftihrten, um Millon- 
und Biuretreaktion zum Verschwinden zu bringen. Zur Elution diente, wie in der 
VIII. Abhandlung über Pankreasenzyme, "/4 Ammoniak (etwa i ccm auf zwei adsor- 
bierte E.E.) , das wir 5 Minuten ein wirken ließen. Nach dem Abtrennen mit der Zentri- 
fuge wird die Lösung sofort mit verdünnter Essigsäure genau neutralisiert. Die Aus- 
beuten der Elution betrugen in beiden Präparaten nur etwa 20 %, die Esterasewerte 76 
und 87. Da an den auf die Herstellung der Präparate folgenden Vormittagen die Wirk- 
samkeit schon auf 50% zurückgegangen war, vermuten wir, daß diese hochempfind- 
lichen Präparate im Adsorbat und durch die Elution stark inaktiviert worden sind, 
und die schlechte Ausbeute auf Zerstörung zurückzuführen ist. 

Bei Präparaten aus den Leberpulvern II und III bewirkte die einfache Tonerde- 
adsorption keine bedeutende Steigerung des Reinheitsgrades. Anscheinend waren die 
hochmolekularen und gut adsorbierbaren Begleitstoffe hier nicht mit gleicher Voll- 
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ständigkeit durch die der Adsorption vorangehenden Verfahren entfernt worden. Der 
Erfolg der Tonerdeadsorption ließ sich wesentlich vermehren, wenn man nach dem 
Eindampfen zunächst eine zweite Tonerdevoradsorption von etwa 20 % des Enzyms 
vornahm. Die Kurven 3 und 4 der Abbildung zeigen deutlich die Verbesserung im Ad- 
sorptionsverhalten. Bei der folgenden Tonerdehauptadsorption von 60 bis 85 % des 
Enzyms (je nach den aus den Adsorptionskurven ersichtlichen günstigsten Adsorptions- 
graden) erreichten wir Esterasewerte von 78 bei dem Präparat aus Eeberprobe II und 
von 91 bei demjenigen aus Eeberprobe III, und zwar mit Elutionsausbeuten von 40 bis 
60%. Aber alle Lösungen gaben deutliche Milionreaktion. Wiederholung der Ton- 
erdeadsorption besserte weder den Reinheitsgrad noch die Zusammensetzung. In dem 
Bestreben, die Adsorption so auswählend wie möglich zu gestalten, nahmen wir bei 
einem Präparat aus Leberpulver III fast auf jeder Stufe der Reinigung vollständige 
Adsorptionskurven an Tonerde auf, die in der Abbildung wiedergegeben sind. Der 
[114] Reinheitsgrad dieses Präparates war mitE.W. 91 höher als alle bis dahin erreich- 
ten, ohne daß jedoch die letzten Spuren von Eiweißkörpern abgetrennt werden konnten. 

Zum Ziele führte schließlich der schon oft bei Enzymreinigungen bewährte Wechsel 
von Kaolin- und Tonerdeadsorption. Eingedampfte Lösungen von Präparaten aus 
Leberpulver III wurden erst mit Tonerde voradsorbiert, dann das Enzym an Kaolin 
gebunden, mit Ammoniak freigelegt und nach Übersättigung mit Essigsäure bis zu 
°/ioo-Säure an Tonerde adsorbiert. Bei einer Ausbeute von 30% wurde aus diesem 
Adsorbat das Enzym cluiert mit einem Esterasewert von 114, der das beste in der 
Literatur beschriebene Präparat um das dreifache übertrifft. Gegenüber der frischen 
Leber ist der Reinheitsgrad hier um das 650 fache gesteigert, 128 mal besser als in dem 
getrockneten und entfetteten Organ. Millon- und Biuretreaktion, in der Kaolin- 
elution noch schwach positiv, fielen in der Tonerdeelution vollkommen negativ aus. 

Es ist somit nicht möglich, eine exakte Vorschrift zur Herstellung von Leber- 
esterasepräparaten zu geben, die frei sind von allen durch allgemeine Gruppenreagen- 
zien nachweisbaren Begleitstoffen. Wie immer beeinflussen die geringen Schwan- 
kungen in der Gewinnung des Enzymmaterials und in den ersten Schritten seiner Rei- 
nigung in hohem Maße das Adsorptionsverhalten. Doch erscheint der im folgenden 
genauer beschriebene Gang unseres reinsten Präparates durch die besonders schwierige 
Entfernung der letzten Reste von Begleitstoffen als ein geeignetes Beispiel für die 
Reinigung dieses Enzyms. 

I kg frische Schweineleber zerkleinert man in einer mit feinstem Sieb versehenen 
Eleischhackmaschiiie und trägt den Organbrei in 2 1 Aceton ein. Nach gründlichem 
Durchmischen und 2stündigem Stehen saugt man auf der Nutsche ab und schüttelt 
den Filterrückstand von neuem mit 2 1 Aceton an. Dann wiederholt man nach einer 
Stunde das Verfahren mit einem Gemisch aus gleichen Teilen Aceton und Äther, 
schließlich zweimal mit 2 1 Äther. Das erhaltene Pulver trocknet man auf Lagen von 
Filtrierpapier an der Luft, [115] treibt es durch eine Schlagmühle und erhält nach dem 
Absieben 180 bis 200 g staubfeines gelblichgraues Pulver. 
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150 g dieses Pulvers extrahierten wir über Nacht mit 6 1 "/40 Ammoniak. Die Fil- 
tration durch ein Faltenfilter lieferte in 5,5 1 7500 E.B. Nach dreitägigem Dialysieren 
gegen fließendes destilliertes Wasser war der Inhalt der Hammeldärme stark getrübt. 
Wir fällten die Fösung, deren Volumen 8,5 1 betrug, mit 300 ccm laproz. Ammon- 
acetat. Vom gut absitzenden Niederschlag konnte man nach einer Stunde die klare 
Lösung abdekantieren. Sie enthielt noch 80 % der enzymatischen Wirkung des Auszuges. 

81 dieses Dialysats wurden “/loo-essigsauer gemacht und mit 28 g Kaolin ver- 
setzt. Sie nahmen 25 % des Enzyms auf und konnten durch eine mit dünner Kieselgur- 
schicht bedeckte Nutsche klar abfiltriert werden. Von den erhaltenen 9,5 1 unter- 
warfen wir neun mit einem Gehalt von 4070 E.E. der Voradsorption mit 2,4 g Poly- 
aluminiumhydroxyd A und erhielten in 1 5 1 Restlösung 80 % des angewandten En- 
zyms mit einem E.W. von 16. 

Das Einengen auf 4 1 brachte infolge häufigen Neutralisierens des Kolbeninhalts 
nur einen Verlust von 16 % . Die durch Kieselgurfiltration geklärte Lösung (2720 E.E.) 
wurde nochmals mit einem Verlust von 40 % durch 0,34 g Tonerde voradsorbiert. 


Übersicht über den Gang des Präparates. 


Ausbeute 
im ganzen 

Ausbeute 
aus der 

vorii ergehenden 
Operation 

! 

Reinheitsgrad 

n.w. 

Extrakt 

100 : 

100 

1 

1 3.2 

Dialyse 

80 

80 


KaoUiivoradsorptioii . . 

60 

75 

20 

I . Toiierdevoradsorption 

48 

80 

16 

Hindampfen 

40 

84 

Ü 3 

2. Toner devor ad Sorption 

24 

60 

; — 

Kaolinadsorption . ■ . . : 

20 

82 

1 

Elution 

9 

45 

1 78 

Tonerdeadsorption ... 

7 

i 77 

1 

Elution 

2 


114 


[116] 800 ccm dieser Lösung (der Rest wurde zu Versuchen verwendet, um den 

günstigsten Weg der Reinigung zu ermitteln) versetzten wir mit 100 ccm "/lo-Essig- 
v^äuxe und 100 ccm einer Suspension von 2,4 g Kaolin, die 82 % des Enzyms auf- 
i^ahmen. Das abfiltriertc Adsorbat zerlegten wir mit 700 ccm '74“Amnioniak und 
ef hielten 115 E.B. vom Reinheitsgrad 78. Wir adsorbierten nun 100 E.E. zu 77 % 
aus "/loo-essigsaurer Lösung an 0,20 g Tonerde (Gesamtvolumen 1000 ccm) und 
eluierten 23 E.E. mit 200 ccm “/4-Ammoniak. Ihr Esterasewert betrug 114. Nach 
dem Eindampfen der I^isung erhielten wir mit Milions Reagens keinen positiven 
Ausfall mehr. 

Beständigkeit. Während wäßrige Auszüge der Pankreaslipase höchst un- 
beständig sind, und haltbare Lösungen nur durch reichlichen Glycerinzusatz gewonnen 
werden, bewahrt die Leberesterase in den schwach ammoniakalischen Auszügen ihre 
Wirksamkeit fast unvermindert. Wir fanden in einem Beispiel nach 3 Wochen 100%, 
nach 8 Wochen 82%, nach 5 Monaten noch 81% des Enzyms vor. Es scheint, daß 
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diese Auszüge haltbarer sind als das getrocknete Organ selbst. Nach 2 bis 3 Monaten 
lassen sich nur noch 75 %, nach 5 Monaten nur 50 bis 65 % der ursprünglich extrahier- • 
baren Enzymmenge herauslösen. Vielleicht beruht diese Erscheinung aber auch 
auf einer festeren Verankerung des Enzyms. 

An dieser Beständigkeit wird durch die Wegnahme der hochmolekularen Eiweiß- 
körper nichts geändert. Dialysierte Lösungen verloren in 8 Wochen 15 bis 30 % ihrer 
Wirksamkeit, mit Kaolin und Tonerde voradsorbierte blieben 8 Tage völlig beständig 
und verloren in 3 Wochen erst 15 % . Auffallender Weise erhöht das Eindampfen ein 
wenig die Empfindlichkeit. Solche Präparate ergaben nach 5 Tagen noch 70 bis 85 % , 
nach 8 Wochen noch die Hälfte der ursprünglich feststellbaren Enzymmenge. 

In schroffem Gegensatz dazu verheren die milionfreien Präparate ihre Wirk- 
samkeit in kurzer Zeit. Nach einem Tag ließen sich in den Präparaten aus Eeber- 
pulver I mit den Esterasewerten von 76 und 87 nur noch 47 und Jo % des Enzyms 
nach weisen, nach 8 Wochen waren vsie vollkommen [117] unwirksam. Interessant ist 
der Vergleich der Präparate aus Teberpulver III. Das milionfreie vom E.W. 114 ver- 
lor am ersten Tag 38, am zweiten weitere 25% seiner Wirksamkeit, während das 
Präparat von E.W. 91 durch den geringen Gehalt an Millon gebender Substanz er- 
heblich beständiger war. Es besaß nach 4 Tagen noch 78, nach 6 Tagen noch 44% 
seiner ursprünglichen Wirksamkeit. Da einfache Peptide und Aminosäuren durch die 
lange Dialyse, hochmolekulares Eiweiß durch die Adsorptionsmaßnahmen entfernt 
sind, muß man annehmen, daß tyrosinhaltiges Polypeptid ein spezifischer Stabili- 
sator für Leberesterase ist. 
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107. HYDROLYSE DES SCOPOLAMINS. 

Von Richard Willstatter und Endre Berner. 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in ]Müuchen.) 
(Hingegangen am 17. März 1923.) 


Nach den Untersuchungen von J. Gadajvier und H. Hajvimer^ sowie von K. Hess 
und 0 . Wahe^ ist die basische Komponente des Scopolamins noch unbekannt 
und das bekannte Scopolin aus ihr durch Umlagerung eines Ä-Oxydrings in ein 7-Oxyd 
gebildet nach den Formeln 
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I I 

N.CH3 CH- OH 
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-CH. 


HO— CH— CH- 
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Zum primären Spaltungsprodukt, für das wir in Anlehnung an eine Bemerkung 
von J, F. Eykman 3 den Namen Scopin vorschlagen, führt die Hydrolyse des 
Scopolamins in schwach alkalischem Medium. 

Es gelingt, die Tropeine unter milden Bedingungen mittels pankreatischer 
Lipase* zu hydrolysieren. Zweckmäßig arbeitet man in glycerinhaltiger Lösung bei 
Gegenwart von Amnioniak-Ammonchlorid-Puffer und nach den Erfahrungen von 
R. WiLi/SiÄrTER, E. Waldschmidt-Leitz und F, Memmen ^ unter Aktivierung mit 
Albumin und Calciumchlorid. Es ist am besten, das freie Alkaloid zusammen mit 
Olivenöl anzuwenden, durch dessen Verseifung die Hydrolyse des Tropeins eingeleitet 
und der Puffer sehr rasch neutralisiert wird. Indessen ist die Pankreaslipase kein 
gutes Reagens auf die Estergruppe dieser Alkaloide, und vergleichende Versuche 
bei 30'' mit dem Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer nach L. Michaelis 
(2 Tie. “/2-NH4CI mit i TI. *^/2-NH3) lehren, daß auch [1080] schon durch dieses alka- 
lische Mittel allein — 8,9 bis 9,0 bei der angegebenen Temperatur) die Alkaloide 

' Ar. 259, HO [1921]- "" B' 55 . ^979 [1922]* 

3 B. 25, 3069, und zwar 3078, Fußnote [1892]. 

* Leberesterase wäre dafür wohl geeigneter. Die Arbeit ist ausge führt, ehe die VIII. Unter- 
suchung über Pankreasenzyme ergeben hatte, wieviel wirksamer das Leber enzym gegenüber Säureesfern 
ist, verglichen mit Pankreaslipase. 

^ H. 125, 93 [1922]. 
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Atropin und Scopolamin in einigen Tagen beträchtlich hydrolysiert werden. Bs ist 
daher einfacher, das Scopin so zu gewinnen. In 9 Tagen ergab zufolge der Titratiofi 
nach R. WiustÄTTER und E Waldschmidt-Leitz 5 in alkoholischer Tösung mit 
Phenolphthalein die Spaltung durch den ammoniakalischen Puffer 62% Ausbeute, 
in 13 Tagen 80, in 35 Tagen 97 % . Bei so langer Versuchsdauer lagert sich das Scopin 
zum Teil in Scopolin um, und die beiden Basen sind schwer zu trennen. Rein erhält 
man das Scopin, wenn man kürzere Zeit hydrolysiert und das gebildete Spaltungs- 
produkt von dem in Wasser schwer löslichen, unveränderten Scopolamin trennt. 

Das Scopin verwandelt sich beim Erhitzen sowie bei Einwirkung von Säuren und 
Alkalien in Scopolin. Die Auffindung des leicht veränderlichen «-Oxyds bestätigt die 
letzten Ansichten von J. Gadamer und von K. Hess über die Konstitution des Scopol- 
aiiiius. 

Für das Scopin, das bisher nur in einer einzigen Form, nämlich der unter den 
vorsichtigen Bedingungen entstehenden, beobachtet wurde, kommen folgende 4 Kon- 
figurationen in Betracht, während das entsprechende Trioxy-tropan in 8 Rauraiso- 
meren möglich und auch nur in einer P'onn (Teloidin von F. L. Pymak und W. C. 
Reynolds^) bekannt ist. 



(III 
CHs Cfis CH^ CH 3 


Hydrolyse des Scopolamins durch Ammoniak- Ammoniumchlori d. 

Das Alkaloid löst sich klar in ungefähr der doppelt-molekularen Menge von 
"/2-Salmiaklösung. Wir nahmen z. B. 34 g Scopolaininbase in 500 ccm “/2-NH4CI 
auf und versetzten die Dösung mit 250 ccm 72-NH3, wobei sie klar blieb. Die Hydro- 
Hse ließen wir im Thermostaten von 30 ° 9 Tage andauern. 

Die Hauptmenge der Base wurde nach dem Einengen der Flüssigkeit im Vakuum 
auf 200 ccni durch Versetzen mit 10 ccm 2oproz. Ammoniak und 10 maliges Ausschüt- 
teln mit dem gleichen Volumen Chloroform gewonnen, wobei man von Zeit zu Zeit 
wieder etwas Ammoniak zufügte. Auf diese Weise erhielten wir drei Fraktionen. Die 
erste Ausschüttlung ergab 13,8 g hauptsächlich von Scopolamin, die zweite und 
dritte zusammen 1,95 g öliges Gemisch, die vierte bis zehnte 3,6 g fast reines Scopin 
vom Schmp. 73°. 

Scopolamin und Scopin lassen sich gut trennen mit Hilfe von Kohlensäure, die 
das stärker basische Scopin bindet. Die zweite Fraktion wurde so durch Ausäthern 

5 B. 54, 2988 [1921]. 


ö Soc. 93. 207; [1908]. 
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der kohlensäurehaltigen wäßrigen kösung zerlegt in [io8i] 1,4 g Scopin und 0,55 g 
Scopolamin. Den Rest der Base, der von der großen Menge der Ammoniumsalze zurück- 
gehalten wird, isoliert man leichter nach völligem Kindunsten. Zunächst schieden wir 
durch Ansäuern mit Salzsäure einen Teil der Tr opasäure {7,6 g) als Niederschlag aus 
und gewannen den Rest derselben (4,0 g) durch mehrmaliges Ausäthern. Der aus- 
gefällte Anteil schmolz bei 123 bis 126 ° und war gemäß seiner hohen spez. Drehung 
([^]d = — ^ 7 ^ 5 1 reich an 1 -Säure ; der ausgeätherte Anteil wies nur — 27 ° auf. 

Nach Entfernung der Tropasäure wurde die Flüssigkeit mit Ammoniak neutralisiert 
und im Vakuum unter Abfiltrieren von ausgeschiedenem Salmiak zur Trockne ver- 
dunstet. Dann zogen wir die Salzmasse zweimal mit Äther unter gelindem Ammoniak- 
druck aus, wodurch noch 3 g reines Scopin erhalten wurden. 

Die Ausbeute an Tropasäure entsprach einer Spaltung von 62 bis 63%. Nach 
diesem Grad der Hydrolyse wären 10,8 g Scopin neben 12,7 g Scopolamin zu erwarten, 
während der Versuch 14,35 g Scopolamin, etwas Scopin enthaltend, und 8,0 g vScopin 
lieferte. 

Scopin, CaHj 303 N. 

Die Base, durch Abdampfen der Lösungen in Chloroform und in Äther unter 
vermindertem Druck gewonnen, erstarrte sofort krystallinisch, während Gemische 
mit Scopolin sehr schwer krystallisieren. Scopin ist in Wasser, Alkohol, Chloroform 
und Aceton sehr leicht, in Äther und Benzol leicht löslich, schwer in Petroläther, Es 
läßt sich am besten aus niedrig siedendem Petroläther umkrystallisieren und bildet 
dann schöne, luftbestäiidige, lauge Nadeln, die scharf und konstant bei 76° (korr.) 
schmelzen. Wie die Theorie erwarten läßt, ist die Base optisch inaktiv. 

0,1516 g Sbst. : 0,3445 g CO2. 0.1158 g H2Ü. — 0,2537 g Sbst, : 2i , i ccm N ( 19'', 708,5 mm). 

C8Hr30jN. Ber. C 61, go, H 8,45, N 9,03. 

Gef. C 61,98, H 8,54, N 9,07. 

Scopin wirkt auf ammoniakalische Silberlösung nicht ein. Es unterscheidet sich 
darin vom Tropinon, wie sich auch Scopolin im Verhalten von den Ketonen der Tropin- 
gruppe unterscheidet Im Verhalten gegen Chrorasäure in schwefelsaurer Lösung bei 
50 bis 60° steht Scopin zwischen dem leicht oxydierbaren Tropin und dem schwierig 
angreifbaren Scopolin; aber ein großer Teil des angewandten Scopins wurde bei vor- 
sichtiger Isolierung in Form von Scopolin (Schmp. io8 bis 109 ■") wiedergewonnen. 

Immerhin ist Scopin gegen Säure beständiger als gegen Alkalien. Es blieb bei 
24 ständiger Einwirkung von n-Salzsäure bei Zimmertemperatur unverändert, wie die 
Untersuchung des platinchlorwasserstoff sauren Salzes zeigte. Hingegen wird Scopin 
in n-Kalilauge bei gewöhnlicher Temperatur in 24 Stunden fast vollständig isomerisiert. 
Wir erhielten nach dieser Behandlung durch Ausschütteln mit Chloroform ein Roh- 
produkt, das von 93 bis 108,5 ® allmählich schmolz und bei einmaligem Umkrystalli- 
sieren' reines Scopolin vom Schmp. 110 ° lieferte. Einstündige Einwirkung von 

’ R. WliynsTÄTTER, B. 29, 1575 [1896], und zwar 1578, Fußnote. An dieser Stelle wurde 
darauf hingewiesen, daß die Ketonfonnel von E. Schmidt dem Verhalten des Scopolins nicht 
Rechnung trug. 
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n-KOH genügt aber nicht, man findet danach den Schmelzpunkt des Scopins nur ein 
wenig erniedrigt (70 ^ nach einmaligem Umkrystallisieren 75^). 

[1082] Bei der Hestiüation von Scopin unter gewöhnlichem Druck geht bei 248'' 
Scopolin über, dem noch etwas Scopin beigemengt ist, und der Rückstand im Kolben 
besteht in reinem Scopolin. Erhitzen auf 150 ° wird i Minute lang vertragen, nach • 
5 Minuten ist der Schnip. auf 65 ® erniedrigt. Bei 200 wird in 5 Minuten schon viel 
Seopöliti gebMet. 

Das Hydrochlorid des Scopins krystallisiert aus alkoholischer Lösung in schönen 
Täfelchen. Das Pikrat ist schwer löslich und krystalHsiert in dünnen prismatisch be- 
grenzten Blättchen vom Schmp. 231 ° (unkorr. ; Zers.), während Scopolin-Pikrat derbere 
Prismen vom Schmp. 236 bildet. 

Deutlichere Unterschiede zeigen die beiden folgenden Salze. 


Platinchlorwasserstoffvsaures Scopin: Iin Gegensatz zimi Salze des Scopolins schwer 
löslich. Es krystallisiert (aus 5proz. Platinchlorwasserstoffsäure) rasch in langen, doniatrisch 
begrenzten Prismen, die bei 219° (mikorr.) unter Zersetzung schmelzen. Sowohl bei der Aus- 
scheidung bei gewöhnlicher Temperatur wie beim Umkrystallisieren aus siedendem Wasser, 
worin es sich leicht löst, krystallisiert das Salz mit 2 HD, während das Scopolin-Qilorplatinat 
nur 1II2O enthält. 

P 0,3377 g lufttr. Sbst. verloren über PJO5 0,0161 g. — II. 0,1057 g uttikryst. Sbst. ver- 
loren 0,0049 g‘ 


(C8Hi302N)2H2Cl6Pt • 2 H, 0 . Ber. H^O 4,76. Gef. HD I. 4.77, II. 4,64. 

0,1689 g Sbst. (wasserfrei): 0.0453 g Pt. 

CiöHjsO^NDhPt. Bcr. Pt 27.10. Gef. Pt 26,81, 

Das zum Vergleich bereitete platinchlorwasserstoffsaure Scopolin entsprach ziem- 
lich den Angaben von 0 . Hesse « für das Salz des Oscins. Die erst nach starkem Ehiengen aas- 
krystallisierteii Tafeln schmolzen bei 203° unter Zersetzung, 

0,3481 g lufttr. Sbst. verloren über PD5 0,0084 g. 

(C8H13O2N):, HjCUPt'HD. Ber. H3O 2,44. Gef. HD 2,41. 

0,1730 g Sbst. (wasserfrei): 0,0472 g Pt. 


Ci6Ha804N2C]6Pt. Ber. Pt 27,10. Gef, Pt 27,28. 
Goldchlorwasserstoffsaures Scopin: Die Base wird von Goldchlorwasserstoffsäure 
gefällt, beün Stehen wird der Niederschlag mikrokrystallin, und er weist dann genau denselben 
Wassergehalt auf wie nach dem Umkrystallisieren aus heißem Wasser, wobei sich kleine abge- 
dachte I^ismen vom Schmp. 216^ (unt. Zers.) aussclieiden. 

I Stunden an der Duft getrocknet, enthält das Golddoppelsalz 1,24% Wasser (ber, für 

/3 HD 1.20%), wovon ein Teil an der Duft Ungsam abgegeben wird. Die luftkonstant getrockneten 
Präparate zeigten bei 3 Bestimmungen einen Wassergehalt von 0,68%, was Vö HjO entspricht 

0,1109 g exsiccatortr. Sbst: 0.0439 g Au. 


LgHiD2NCl4Au. Ber, Au 39,83. Gef. Au 39,60. 

..hl.Pl .T entstellt als voluminöser Meder- 

th Stehen dicht und krystaihmsch wird. Er besteht aus prismatischen Täfelchen 

vom Schmp. 220 (unt. Zers.) mit einem Gehalt von VjHD. 
o* 33 Ö 3 g Sbst. verloren ün Exsiccator 0,0054 g, 

C8Hi30iN, HCbAu-VjHD. Ber. HD 1,78. Gef. HD 1,60. 

0,1696 g Sbst, (wasserfrei): 0,0671 g Au. 

C8HX4O.NCI4AU. Ber. Au 39,83. Gef. Au 39,56. 

salzsätirehaltigem Wasser 


A. 271, 100, und zwar 116 [1892]. 



Zeitschrift für physiologische Chemie 167, S. 303 [1927], 


108. UBER HEMMUNG DER LEBERESTERASE DURCH 
KETOCARBONSÄUREESTER. 

Von Richard Willstätter, Richard Kuhn, Otto Lind und Friedrich Memmen. 

(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorhim der Bayerisclien Akademie der Wissenschaften 

in Mündieii.) 

Mit 5 Abhilduiigen iin Text. 

(Der Redaktion zueegangeii am r6. April 102;.) 

Bei der Einwirkung von Leberestcrase, niclit von Pankreaslipase, auf Mandel- 
säureäthylester beobachteten wir die sonderbare Erscheinung, daß längere Zeit, z. B. 
60 Minuten lang, nur spurenweise Verseifung stattfindet, daß aber nach Ablauf dieser 
Zeit die Hydrolyse des Esters plötzlich mit bedeutender Geschwindigkeit einsetzt. 
In gleichen Zeiten werden sodann durch das Enzym gleiche Mandelsäuremengen ge- 
bildet, so daß wir in der Neigung der Zeitumsatzkurven im zweiten Stadium der Reak- 
tion ein Maß für die enzymatische Aktivität, in der durch Extrapolation auf der Ab- 
szisse abgeschnittenen Strecke ein Maß für die Latenzzeit besitzen (Abb, i bis 5). 

Die Latenzzeit ist direkt proportional der Konzentration an Ester und umgekehrt 
proportional der angewandten Enzymmenge. Bei Erniedrigung der TeinofM-iD- 
nimmt sie zu. Mit viel Substrat und wenig Enzym arbeitend, sahen ^vir die S 
bei -1-5° erst 10 vStiindeii nach dem Vermischen aller Reaktionsteilnehnu ' 

Wenn wir eine bestimmte Estermenge völlig verseifen und dann neues hi. , u- 

setzen, so tritt abermals Reaktionsstillstand ein. Die Zeit bis zum neuerlichen Einsetzen 
der Hydrolyse laßt sich aus der angewandten Substrat- und Enzymkonzentration im 
voraus berechnen. 

Latenzzeiten, Induktionserscheinungen, sind bei [304] Fermentreaktionen schon 
mehrfach beobachtet worden. G. Tammai^n^ Heß eine Lösung von Emulsin und Amygda- 
lin, die den Endzustand erreicht hatte, auf SaÜcin wirken. Die Hydrolyse des Gluco- 
sids begann erst 10 Minuten nach dem Vermischen der beiden Lösungen. Induktions- 
zeiten von gleicher Größenordnung fanden E. Abderhaeden und A. Fodor^ bei der 

* Zs. physikal. Chem. Bd. 3, S. 25 [1889], und zwar S. 28. 

^ Permentforschung Bd. i. S. 533 [1916], und zwar S. 578. 
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Spaltung von Peptiden durch Hefesaft. Die Ursache dieser Erscheinungen ist un- 
bekannt. Näher untersucht ist die Induktion bei der alkoholischen Vergärung von 
Zucker durch Trockenhefc und durch Hefemacerationssaft^, die 24 Stunden und länger 
dauern kann. Sie läßt sich im Falle des Macerationssaftes nach 0. Meykrhof^ durch 
Zusatz kleiner Mengen Hexosephosphat (0,0002 Mole) momentan aufheben. Bei den 
Trockenhefen hängt die Erscheinung nach den Untersuchungen von E. Abderhalden 
und A. Fodor 5 und von H. Sobotka® vermutlich mit dem Aufleben und Sprossen von 
Hefezellen zusammen. 

Bei der Verseifung des Mandelsäureesters haben wir eine Verunreinigung des Sub- 
strats als ausschließliche Ursache der Reaktionsverzögerung erkannt. Der angewandte 
Ester war von C. A. F. Kahlbaum bezogen und durch wiederholte fraktionierte Vakuum- 
destillation gereinigt. Seine wäßrige Uösung reagierte neutral. Wurde aber das Pro- 
dukt aus Petroläther umkrystailisiert, so verschwand die Latenzzeit vollständig. Es 
wurde versucht, die wirksame Verbindung aus den Mutterlaugen, in denen sie sich 
angereichert hatte, durch sorgfältige Fraktionierung im Hochvakuum zu isolieren, 
allein ohne Erfolg. Die einzelnen Esterfraktionen zeigten annähernd gleiche In- 
duktionsdauer. Der wirksame Stoff ist Benzoyl-ameisensäure-äthylester, dessen 
Siedepunkt unter gewöhnlichem Druck von L. Claisen? [305] zu 256 bis 257° an- 
gegeben wird, während mandelsaures Äthyl bei 253 bis 255° siedet i). 

Zur Identifizierung bereiteten wir aus dem gelblich gefärbten Öl, das beim Ver- 
dunsten der petrolätherischen Mutterlaugen zurückblieb, durch Umsetzung mit 
Hydrazinhydrat das von Th. Curtius und H. Lang^) beschriebene Hydrazinsalz der 
Phenyl-hydrazi-methylencarbonsäure, das Fehlingsche Losung in der Kälte reduzierte 
und bei 116° schmolz. Durch Einwirkung von Phenylhydrazin erhielten wir das gelbe 
Phenylhydrazon des Phenylglyoxylsäureesters, das im Schmelzpunkt (93°) und 
Mischschmelzpunkt (91 bis 92 °) sowie in den Farbreaktionen mit konzentrierter 
Schwefelsäure und mit Eisen-(3)-chlorid mit einem aus Benzoylameisensäure-äthyl- 
ester dargestellten Vergleichspräparat übereinstimmte. 

Daß wirklich der Ketosäureester Ursache der Induktionserscheinungen ist, zeigt 
folgender Versuch: Reines mandelsaures Äthyl wurde mit 1%, 5% und 50% seines 
Gewichtes phenylglyoxylsaurem Äthyl vermischt. Es ergaben sich Latenzzeiten von 
1V2» 3V4 40 Stunden. 

Das Zustandekommen der Induktion erklären wir durch sehr hohe Affinität der 
Leberesterase zum Phenylglyoxylsäureester bei sehr geringer Zerfallsgeschwindigkeit 
des entstehenden Produkts. Trotz des großen Überschusses an Oxysäureester wird 

3 A. Harden und W. Young, Zit. nach A, Harden, Alcoholic fermentation, 3. Aufl., S. 39 
[1923]; H. VON Euler und K.Myrbäck, Diese Zs. Bd. 131, S. 179 [1923], Bd. 133, S, 260 [1923/24]. 

♦ Diese Zs. Bd. 102, S. i u. 185 [1918]. 

5 Femientforschung Bd. 5, S. 138 [1921/22). 

6 Diese Zs. Bd. 134, S. i [1923/24]. 

^ Chem. Ber. Bd. 12, S. 626 [1879]. und zwar S. 629. 
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das gesamte Enzym vom Ketosäureester gebunden und nur langsam, nämlich in dem 
Ausmai 3 e, als der Glyoxylsäureester zerfällt, wird das Enzym für die Hydrolyse des 
mandelsauren Äthyls verfügbar. 

Dem Benzoyl-ameisensäureester entsprechend bewirkt auch Oxal-essigsäureester 
starke Induktion. Hohe Affinität zur Leberesterase trotz äußerst geringer Zerfalls- 
geschwindigkeit scheint vielen Ketosäureestern zuzukommen. «-Stellung des Car- 
bonyls ist dabei nicht erforderlich, denn Benzoy les^igester verursacht ebenfalls be- 
deutende Latenzzeiten. Abweichend von den angeführten Keto-carbonsäureestern 
erwies sich [306] Brenztraubensäureäthylester als wirkungslos. Dieses Ergebnis 
kommt wohl dadurch zustande, daß der Brenztraubensäureester ungewöhnlich leicht 
hydrolytisch zerfällt ^ und daß unter unseren Versuchsbedingungen ohne Mitwirkung 
des Enzyms die Aufspaltung in Brenztraubensäure und Äthylalkohol als reiner p^~ 
Effekt sehr rasch vonstatten geht. 

Da weder die Estergruppe allein (Benzoesäure -äthylester, Phenylessigsäure- 
äthylester) noch die Ketogruppe allein (Acetophenon) zu Induktionserscheinungen 
Anlaß gibt, sind die mitgeteilten Beobachtungen auf konstitutive Eigentümlich- 
keiten der Ketocarbonsäureester und auf deren Beziehungen zur Leberesterase 
zurückgeführt. 

Wenn in Organmaterial, z. B. Leber, neben Esterase Dehydrogenasen enthalten 
sind, die aus Alkoholen Carbonylverbindungen erzeugen, können kinetische Unter- 
suchungen an Oxysäureestem empfindlich gestört werden. 


Experimenteller Teil. 

Die Esteraselösungen wurden entsprechend den Angaben der VIII. Abhand- 
lung über Pankreasenzyme 2 aus getrockneter und fein gemahlener Schweineleber 
mit 0,025 n-Ammoniak gewonnen. Die Reinigung durch Elektrodialyse ist auf das 
Ergebnis der Induktionsversuche ohne Einfluß. 

Ausführung der Bestimmungen; 10 ccm einer Losung von Mandelsäurc- 
äthylester, die 1,60 g Ester in 100 ccm Wasser enthält, werden mit 80 ccm Wasser 
verdünnt und 4 Tropfen Bromkresolpurpur zugesetzt. Man wärmt auf 30° vor und 
gibt aus eitler Bürette, die über dem Thermostaten angebracht ist, so lange “/lo-Natron- 
lauge zu, bis die Farbe stark rotviolett ist. Den Farbton beurteilt man gegen eine 
untergelegte weiße Porzellanplatte und vergleicht ihn mit einer Kontrollösung, in der 
die Esterspaltung bereits zu Ende geführt wurde. 

Die Hydrolyse wird durch Zusatz von 20 ccm Enzymlösung eingeleitet, die unter 
Zugabe von i bis 2 Tropfen Bromkresolpurpur auf gleiches gebracht ist. Die zur 
Aufrechterhaltung [307] des Farbtones erforderliche Menge ""/lo-Natronlauge, die in 
Mengen von i bis 3 Tropfen zugefügt wird, notiert man alle 2 Minuten. ' 

' C. BömNGER, Chem. Ber. Bd. 14, S. 316 [1881]. 

* R. WrrSTÄTTER und F, Memmen, diese Zs. Bd. 138, S. 216 [1924], 

Willstätter, Enzyme. 
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In den Abb. i und 2 ist die Abhängigkeit der Latenzzeiten von der Enzyni- 
und Substratkonzentration dargestellt. 



Abb. I. Das Produkt Esterasemenge X Induktionsdauer ist konstant. 
I: 20 ccm, II; 10 ccm, III: 5 ccm Enzyinlösung, 



Abb. 2. Latenzzeit und Substrat- 
menge. I; 1 ccm, II: 5 ccm, 
III: ro ccm, IV; 20 can Ester- 
lÖsung. 



Abb. 3. Hemmung durch Atoxyl. Die In- 
duktionsdauer bleibt unverändert. I ; 0,0 mg, 
II: 5.0 mg, III: 20,0 mg. p-Amino-phenyl- 
arsinsäure. 


Man erkennt, daß die Beziehungen 

(I) Esterasemenge X Latenzzeit = konst., 

(II) Estermenge: Latenzzeit = konst. 

init sehr großer Annäherung erfüllt werden. 

[308] Die Beziehung zwischen Enzymmenge und Geschwindigkeit der Mandelsäure’ 
ester- Verseifung ist den Neigungstangenten der Kurven I bis III in Abb. i zu ent- 
nehmen. 

Hemmt man die Esterase durch Zusatz von Atoxyl oder von Natriumfluorid, so 
bleiben die Induktionsdauera unverändert. Die Hemmung kommt, wie die Abb. 3 
und 4 zeigen, nur im Neigungsverhältnis der Zeitumsatzkurven für das zweite 
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Abb. 4. Hemmung durch Natriumfluorid ist Abb. 5. Mandelsäure-äthylester ver- 

ohne Einfluß auf die Latenzzeit. I: 0,0 ccm, schiedenenReinheitsgrades. IrWieder- 

II: 0,25 ccm, III; 2,5 ccm "/lo-Natrium-fluorid- holt aus Petroläther krystallisiert, 

lösung. II und III: Handelspräparate durch 

frakt. Vakuumdest. gereinigt, 

[309] Reaktionsintervall zum Ausdruck. Als letzte Belege führen wir einige Versuche 
mit käuflichem Mandelsäure-äthylester an, der verschieden vorbehandelt wurde (Abb.5, 
Tab. l), sowie Versuche (Tab. 2) mit reinem mandelsaurem Äthyl unter Zusatz 
anderer Ester. 

Tabelle i. 

Fraktionierung von rohem Mandelsäure-äthylester. 


Nr. j Ester | Latenzzeit 

1 I ]Maiidelsaures Äthyl C. A. F. KAHiBAUM .... 60 Minuten 

2 i Ester I 6 Stunden auf erhitzt 120 

3 ; Ester i aus Petroläther krystallisiert 

■ a) Kopffraktion o 

b) Mittelfraktion (krystallisiert) 30 ,, 

c) Endfraktion {sauer reagierendes öl). ... 180 


d) Endfraktion mit verdünnter Soda entsäuert . 240 
Tabelle 2. 

Hydrolyse von reinem mandelsaurem Äthyl unter Ztisatz anderer Ester. 



1 I % Benzoesäure -äthylester | o Minuten 

2 1% Phenyless igsäure*äthylester ' o 

3 I % Acetophenon ^ o 

4 i I Brenztraubensäure- äthylester o 

5 ^1% Benzoyl-ameisensäure-äthylester iiVi Stunden 

6 5% Benzoyl-ameisensäure -äthylester 3 V 4 

7 50% Benzoyl-ameisensäure-äthylester : 40 

8 I % Benzoyl-essigester , 2 

9 ; I % Oxalessigsäure- äthylester ^ 3 ,, 
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109. UBER DIE TRYPTISCHE UND EREPTISCHE WIRKUNG DER 
PANKREASDRÜSE. 

Von Ernst Waldschmidt-Leitz und Anna Harteneck. 

Zweite Mitteilung zur Spezifität tierischer Proteasen ^ 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion zugegai^en am 30. Mai 1925.) 


Theoretischer Teil, 

In der physiologisch-chemischen Literatur findet man zahlreiche Hinweise auf die 
Existenz zweier verschiedener proteolytischer Enzyme im Sekrete der Pankreasdrüse. 
Seitdem die Bedeutung der Enterokinase des Darmsaftes für die Aktivität des pan- 
kreatischen Sekretes erkannt war^, haben verschiedentlich Beobachtungen über be- 
stimmte, in den tryptisch inaktiven Sekreten schon vorhandene proteolytische Wir- 
kungen die Aufmerksamkeit der Forschung in Anspruch genommen; man erklärte sie 
gewöhnlich mit der Annahme eines zweiten proteolytischen Enzyms, dessen Wirkungen 
man mit denen des Darmerepsins verglich. So haben zuerst W. M. Bayliss und E. H. 
SxARbiNG^ über eine Hydrolyse von Casein und Fibrin [287] durch nicht aktiviertes 
Drüsensekret, H. M. Vernon^) sowie K. Mays^) über Verschiebungen in der Wirksam- 
keit gegenüber Proteinen und Peptonen bei der Verarbeitung und Aufbewahrung von 
Drüsenauszügen berichtet; auch J. Wohegemuxh^) beobachtete eine starke peptoly- 
tische Wirkung bei nicht aktiviertem menschlichem Sekret, 

G. SCHAEEFER und E. Terroine^) gebührt das Verdienst, zuerst eine eingehendere 
Prüfung der spezifischen Wirkungen von aktivem und von nicht aktiviertem Pankreas- 
saft vorgenomnien zu haben. Die gewonnenen Erkenntnisse haben die Autoren zu 
der Anschauung geführt, daß man im Sekret der Drüse zwei verschiedene proteolytische 

* Erste Mitteilung, Chem. Ber. (im Druck). {,,Über die Bedeutung der Diketopiperazine für 
den Aufhau der Proteine“ von E. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner, Chem, Ber, 58, 1356 [j:925],) 

* Vgl. N. P. SCHEPOWAENIKOW, Inaug.-Diss. St. Petersburg 1899; Referat in R. Malys 
Jahresbericht über die Fortsdiritte der Tiercliemie Bd. 29, S, 378 [1899]. 

3 Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 61 [1903]. *) Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 330 [1903]. 

*) Diese Zs. Ed. 49, S. 124 [1906]. 3 ) Biochem. Zs. Bd. 39, S. 302 [1912]. 

Jl. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12, S. 884, 905 [1910]. 
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Enzyme anzunehmen habe, deren eines, das Trypsin, spezifisch für die Hydrolyse 
höhermolekularer Proteine, der Aktivierung durch Enterokinase bedürfe, während man 
für die Wirkung des zweiten, ereptischen Enzyms, beispielsweise gegenüber einfachen 
Peptiden oder auch Casein, die Gegenwart des Aktivators ohne Bedeutung finde; ihre 
Befunde verdienten insofern Beachtung, als es ihnen scheinbar gelang, durch eine ein- 
fache Vornahme, nämlich vermittelst einer Dialyse, die eine der beiden Enzym- 
wirkungen für sich allein zu erhalten. 

Die Schlußfolgerungen von Schaeffer und Terroine, die in der Annahme 
zweier Enzyme gipfelten, fußten auf der herrschenden Ansicht über die Wirkungs- 
weise der Enterokinase als die einer enzymatischen Umwandlung des Trypsins aus 
seinem Zymogen. Mit der Erkenntnis von der nichtenzymatischen Natur der Entero- 
kinase und den stöchiometrischen Grundlagen ihrer Reaktion mit dem tryptischen 
Enzym, die in einer Untersuchung des einen von uns^ sichergestellt worden sind, ergab 
sich die Möglichkeit, die Angaben der Literatur über die Wirkungen des nicht aktivier- 
ten pankreatischen Sekrets in anderem Sinne zu deuten; es war damit zu [288] rechnen, 
daß ,,die Hydrolyse der verschiedenen Proteine sowie der Peptone und Polypeptide . . . 
durch ein einziges proteolytisches Enzym der Pankreasdrüse, das Trypsin, bewirkt“ 
würde und daß ,, dieses Enzym . . . für die Spaltung gewisser Substrate . . . eines Hilfs- 
stoffs, der Enterokinase, bedürfte“^). Es war die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, 
auf Grund der erweiterten Erkenntnis die Beobachtungen der Literatur über die Vielheit 
der proteolytischen Enzyme des Pankreas nachzuprüfen und zu vertiefen, um die 
Grundlagen zu erkennen für eine Untersuchung über die Spezifität seiner verschiedenen 
enzymatischen Wirkungen. 

Enzyme von stark abweichender Spezifität, beispielsweise lipatisches und diasta- 
tisches Enzym, lassen sich auch in ihren natürlichen Mischungen unschwer neben- 
einander nachweisen. Bei Mischungen enzymatischer Stoffe von sehr ähnlichen oder 
sich gegenseitig überdeckenden Wirkungen ist dagegen die exakte Erkennung und Be- 
stimmung der einzelnen Komponenten und die Abgrenzung ihrer spezifischen Affinitäten 
an andere Voraussetzungen gebunden; Verschiebungen in der Wirksamkeit auf mehrere 
Substrate oder auch ein verschiedener Ausfall von Hemmungserscheinungen genügen 
noch nicht, um, wie es bei tryptischer und ereptischer Wirkung der Pankreasdrüse 
geschehen ist*), die Existenz verschiedener enzymatischer Individuen mit Sicherheit 
zu folgern; einwandfrei läßt sich diese nur dann belegen, wenn es gelingt, die enzy- 
matischen Komponenten zu trennen und ihre Wirkungen gesondert zu demonstrieren. 

Das Vorkommen verschiedener proteolytischer Enzyme in der Pankreasdrüse ist 
durch keine der bisherigen Beobachtungen der Literatur erwiesen worden. Wenn 
G. Schaeffer und E. Terroine 3 ) angeben, ,,qu’il est possible de separer [289] enti^re- 

5 E. Waedschmidx-LEItz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181 [1923/24] (AbA. 

*) A. a. 0 . S. 190. 

*) Siehe dazu K. GeaeSSNER und A. StaubER, Biochem. Zs. Bd. 25, S. 204, und zwar S. 214 
[1910]; J. Wohegemuth, Ebenda Bd. 39, S. 302, und zwar S. 312 [1912]. 

3 ) Jl. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12, S. 905, und zwar S. 919 [1910]. 
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ment les deux actions proteolytiques du suc pancreatique'', und zwar mittels Dialyse 
gegen destilliertes Wasser, so finden wir in ihren experimentellen Belegen für eine 
solche Annahme keine Stütze; die Beobachtungen dieser Autoren beschränken sich 
auf die Feststellung, daß pankreatisches Sekret nach den vorgenommenenen Operatio- 
nen seine Aktivierbarkeit durch Bnterokinase einbüßt ^ Es ist nicht versucht worden, 
eine Trennung der enzymatischen Komponenten unter Erhaltung ihrer spezifischen 
Wirkungen durchzuführen ; sie läßt sich, wie unsere experimentellen Angaben belegen, 
auf dem eingeschlagenen Wege nicht erreichen. 

Die Anwendung des Verfahrens der fraktionierten Adsorption, das schon R. Will- 
STÄTTER und E. Waedschmidt-Eeitz2 für die Trennung von Eipase, Tr3q)sin und Amy- 
lase in den Auszügen der Pankreasdrüse und in einem anderen BeispieP für die Zer- 
legung der Verbindung von Enterokinase und Trypsin gedient hat, hat sich auch in 
diesem Falle als brauchbar erwiesen. Die bei der Trennung der drei wichtigen pan- 
kreatischen Enzyme gewonnenen Erfahrungen hatten für das Trypsin in dem geprüften 
Reinheitsgrade ergeben, daß ,, seine basische Natur überwiegt“ E diese Anschauung 
leitete man ab aus den Beobachtungen über seine träge und unvollkommene Adsorp- 
tion durch das basische Adsorbens Tonerde, das zur Aufnahme der lapase diente, 
sowie über die viel größere Affinität zu dem sauren Adsorbens Kaolin, die es von der 
begleitenden Amylase abzutrennen erlaubte. Das Erepsin der Pankreasdrüse, das die 
vorliegende Untersuchung von dem tryptischen Drüsenenzym zu unterscheiden 
lehrt, teilt das beschriebene Adsorptionsverhalten mit diesem nicht; seine sauren Eigen- 
schaften sind stärker ausgeprägt. So führt die Adsorption durch Tonerde und die Elu- 
tion der gewonnenen Adsorbate, beispielsweise in den rohen, angesäuerten Drüsen- 
auszügen, bei mehrmaliger Anwendung zu einer vollständigen [290] Trennung der beiden 
Proteasen; in der Restlösung der letzten Adsorptionsvornahme verbleibt das Trypsin 
in guter Ausbeute, frei von ereptischer Wirkung, und die Elution der Tonerdeadsorbate 
liefert die einheitliche ereptische Komponente. 

Die Trennung der beiden Enzymwirkungen, wie sie in dieser Abhandlung be- 
schrieben wird, gemessen an den als spezifisch erkannten Substraten, der Gelatine für 
die tryptische, dem Ueucylglycin für die ereptische Komponente, ist als ein eindeutiger 
Beweis für die Existenz zweier verschiedener enzymatischer Individuen zu betrachten. 
Es ist sehr beachtenswert, daß die beiden in der Spezifität ihrer Wirkung, wie man 
annimmt, nahe verwandten Proteasen so deutliche Unterschiede in den Adsorptions- 
eigenschaften aufweisen; man darf in diesem Verhalten eine Bestätigung der Anschau- 
ung erblicken, daß die Fermente — und in diesem Falle zwei Vertreter aus der näm- 
lichen Gruppe enzymatischer Stoffe — entgegen den von A. Fodor'^) entwickelten 
Vorstellungen nicht als mehr oder weniger spezifische Protoplasmabestandteile nur 

* Vgl. die Ausführungen im experimentellen Teil dieser Abhandlung. 

* Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar S. 142 [1922/23] {Abh. 8g). 

3 E. WAEDSCHMiDt-LEiTz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181 [1923/24] {Abh. g2). 

^ Diese Zs. Bd. 125, S. 139 [1922/23]. 

q Das Fermentproblem, Th . Steinkopff 1922. 
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von besonderer Dispersität, sondern als bestimmte und unterscheidbare chemische 
Individuen reagieren. 

Die Isolierung der einheitlichen enzymatischen Komponenten eröffnet den Weg 
zu einer gesicherten Prüfung ihrer spezifischen Wirkungen wie auch der Bedeutung des 
Hilfsstoffs Enterokinase für die Spezifität des tryptischen Enzyms, mit deren Abgren- 
zung sich die Fortsetzung dieser Untersuchung befassen wird. Sodann ergibt sich die 
Möglichkeit eines exakteren Vergleichs zwischen dem ereptischen Enzym der Bauch- 
speicheldrüse und dem Erepsin der Darmschlcimhaut, den wir heute nur mit einigen 
wenigen Angaben belegen können; so hat die Untersuchung noch keine deutlichen 
Unterschiede zwischen den beiden Enzymen erkennen lassen, sei cs in der Abhängig- 
keit ihrer Wirkung von der Wasserstoffionenkonzentration, sei es in ihrer relativen 
Affinität zu einer Reihe einfacher Peptide. 

Die gewonnenen Erkenntnisse bedürfen indessen noch einer Einschränkung, näm- 
lich hinsichtlich ihrer Übertragung [291] auf das Sekret der Drüse selbst; es ist noch 
ungewiß und es bedarf der Nachprüfung, ob im Pankreassaft die nämlichen Enzyme sich 
finden, die in den Auszügen der getrockneten Drüsensubstanz beobachtet werden. 
Wenn die Untersuchung, wie es wahrscheinlich ist, ergeben wird, daß sich in dem 
pankreatischen Sekret die nämlichen enzymatischen Komponenten unterscheiden 
lassen, so wird es erforderlich sein, auch die Beobachtungen von E. Fischer und E. Ab- 
derhalden^ ,,Über das Verhalten verschiedener Polypeptide gegen Pankreassaft“ 
einer Nachprüfung zu unterziehen. Es wäre nach unseren Erfahrungen über die Wir- 
kungen des ereptischen Drüsenenzyms nur schwer verständlich, daß man bei der Prü- 
fung des Saftes selbst für manche Peptide, beispielsweise für Glycylglycin oder Tyeucyl- 
glycin, keine Hydrolyse wahrnehmen konnte; die Möglichkeit ist zu berücksichtigen, 
daß das zu den Untersuchungen Emil Fischers verwendete, nicht mehr ganz frische 
Enzymmaterial nur schwache ereptische Wirkung besaß und die angegebenen Spezi- 
fitäten daher nur in quantitativem Sinne zu verstehen sind. 

Experimenteller Teil. 

I. Bestimmungsmethoden, 
a) Tryptische Wirkung. 

Die Bestimmung der tryptischen Wirkung lehnt sich an an das Verfahren von 
R. WiLLSTÄTTER und H. Persiel das sich zur Erzielung größerer Empfindlichkeit 
der Einwirkung kleiner Enzymmengen auf große Substratmengen bedient. Die Aus- 
führung dieses Verfahrens hat inzwischen in einer Untersuchung von R. WiLLSTÄTTER, 
E. Wäldschmidt-Ueitz und S. Dunaiturria einige Abänderungen erfahren, über die 
demnächst berichtet werden wird*, ln der angeführten Untersuchung hat es sich 
als zweckmäßig erwiesen, die Einheit der tryptischen Ueistung [T.-(e.)] etwas anders 
zu wählen, nänüich entsprechend einem in alkoholischer Lösung gemessenen [292] Aci- 

' Diese Zs. Bd. 46, S. 25 [1905]. ® Diese Zs. Bd. 143, S, 245 [1924/25]. 

* Ähh. loj. 
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ditätszuwachs von 0,90 ccm o,2n-Lauge unter den von Wieestätter und Persiel 
angegebenen Bedingungen. 

Das Verfahren von Willstätter und Persiel empfiehlt die Anwendung hoher 
Substratkonzentration, nämlich einer i5proz. Lösung von Gelatine, für die Steigerung 
der enzymatischen Leistung. Da die einwandfreie Aus- 
führung dieser Methode einige Übung voraussetzt, be- 
gnügten wir uns für die Zwecke unserer Untersuchung 
mit einer geringeren Konzentration des Substrats,, 
nämlich 5,0 ccm einer Sproz. Lösung der Gelatine im 
Bestimmungsansatz, und verfuhren im übrigen nach 
Willstätter, Waldschmidt-Leitz und Dunaiturria; 
die Empfindlichkeit der Messungen finden wir unter 
diesen Bedingungen für die Bestimmung kleiner Enzym- 
mengen nicht herabgesetzt. 

Den Messungen liegt die in Abb. i wiedergegebene 
Beziehung zv^dschen Enzymmenge und Spaltungsgrad 
zugrunde. 

b)Ereptische Wirkung. 

Man hat in der Literatur bisher unter der creptischen Wirkung pankreatischer 
Sekrete alle proteolytischen Wirkungen des nicht aktivierten Saftes zusammengefaßt, 
so die Spaltung [293] genuiner Proteine, von Zein' und Fibrin L wie auch die Hydro- 
lyse von Peptonen^ und einfachen Peptiden"*. Diese Unterscheidung halten wir nicht 
für sicher; die Aktivität des tryptischen Enzyms braucht nicht in allen vorkommenden 
Fällen an die Gegenwart der Enterokinase gebunden zu sein. Da unsere Kenntnis von 
den spezifischen Wirkungen des Pankreaserepsins noch sehr unvollkommen geblieben 
ist, haben wir es vorgezogen, seiner Messung die Hydrolyse eines Dipeptids, des Leucyl- 
glycins, zugrunde zu legen, das nach den Untersuchungen von E. Fischer und E. Ab- 
derhaldens auch durch tryptisch stark aktive Präparate nicht gespalten wird. 

Wir messen die Hydrolyse des Peptids durch den Aciditätszuwachs in alkoholischer 
Lösung bei dem für die Wirkung des Darmerepsins optimalen />jj von 7,8, das, wie die 
Versuche des 4. Abschnitts dieser Abhandlung erweisen, auch für die Leistung des pan- 
kreatischen Enzyms am günstigsten ist. Die Eestimmungsweise ist der für die Messung des 
Darmerepsins angewandten nachgebildet, wie sie in einer Untersuchung von E. Wald- 
SChmidt-Leitz und A. Schäfener demnächst zur Veröffentlichung gelangen wird*. 

Ausführung der Bestimmung. 0,1882 g d,l-Leucylglycin werden in 5,00 ccm 
mol. Ph osphatpuffer von />h = 7 »^ gelöst; man setzt zu der Lösung i,go ccm 0,2 n- 

' G. Schaeffer und E. Terroine, Jl. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12, S. 905, und zwar 
S. 907 [1910]. 

* W. M. Bayuss und E. H. Starling, Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 61 [1903]. 

3 K. Glaessner und A. Stäuber. Biochem. Zs. Bd. 25, S. 204, und zwar S. 211 [1910]. 

J. Wohlgemute, Biochem. Zs. Bd. 39, S. 302, und zwar S. 314 [1912]. 

5 Diese Zs. Bd. 46, S. 52 [1905]. • Abh. 112. 
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NaOH hinzu, wodurch ein von 7,8 eingestellt wird, und füllt nach Zugabe der En- 
zymlösung mit Wasser auf 15,0 ccm auf. Während der Dauer der Bestimmung hält 
man die Probe im Thermostaten von 30*^ und unterbricht dann die Knzymwirkung 
durch Einträgen in 165 ccm 93 proz. Methylalkohol ; die Acidität der Eösung wird nach 
Zusatz von 2,0 ccm 0,5 proz. Eösung von [294] Thymolphthalein durch Titration mit 
0,2 n 90 proz. alkoholischer Lauge gemessen, und zwar bis zur ersten schwach blauen 
Färbung des Indicators; hiernach ist das Phosphat der Pufferlösung gerade in sekun- 
däres Salz übergeführt. Zu jeder Bestimmung ist eine Leeranalyse auszuführen, deren 
Acidität von der des Hauptversuchs in Abrechnung gebracht wird; der gemessene 
Aciditätszuwachs entspricht dann der gebildeten Menge Aminosäure. 

Das der Versuchslösung erfährt, wie besondere Versuche erwiesen haben, bis 
zu einer Spaltung von etwa 40 % des Substrats keine merkliche Änderung ; es empfiehlt 
sich auch wegen des asymmetrischen Verlaufs der Enzyniwirkung, der zu einer Ver- 
armung an Substrat führen würde, die Hydrolyse des Peptids nicht über 40% aus- 
zudehnen. Änderungen im Glyceringehalt der Bestimmungslösung, wie sie durch 
wechselnde Verdünnung der angewandten Enzymlösung eintreten, sind bis zu einem 
Betrage von 20% Glycerin ohne Einfluß auf die enzymatische Wirkung. 

Unter den Bedingungen der Bestimmung ergibt sich, wie aus den Tab. i imd 2 
hervorgeht, ein monomolekularer Verlauf der Peptidhydrolyse; die berechneten Reak- 
tionskonstanten stimmen innerhalb der Fehlergrenzen überein. Weiterhin findet man, 
wie die Versuche der Tab. 2 belegen, Proportionalität zwischen Enzymmenge und 
Reaktionsgeschwindigkeit, und zwar innerhalb des untersuchten Bereichs der Enzym- 
mengen wie 1:4. 

Tabelle I. 

ReaktioUvSverlauf für Teucylglyciu. 

(1,00 ccm Glycerinauszug aus roher Pankreasdrüse.) 


Dauer 

Min. 

AciditätS7Ainahme 
ccm 0,3 n-KÜH 

k 

ber. 

1 

15 1 

0,7 8 

0,00093 

30 ' 

0,37 

0,00097 

60 

0,72 

0,00097 

120 

1,28 

; 0,00092 

t8o 

1,85 

0,00095 

240 

2,29 

0,00093 


[295] Tabelle 2. 

Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit. 
(Glycerinauszug aus roher Pankreasdrüse.) 


Knzymmenge 

ccm 

Dauer 

Min. 

Acidilätszunahme 
ccm 0,3 n-KOH 

k 

ber. 

T, 0 O 

30 

0 

ro 

0' 

0,00078 

,, 

60 

0,59 

0,00079 


120 

1,10 

0,00078 

,, 

180 

1,48 

0,00073 

0.25 

135 

0,32 

0,00019 

,, 

300 

0,68 

0,00019 


420 

0,94 

0,00019 
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Auf den beobachteten Beziehungen zwischen Bnzymmenge und Umsatz be- 
ruhen die gewählten Maße für Menge und Konzentration des pankreatischen Erepsins. 
Als „Pankreas-erepsin-Einheit (P.Er.-E.)“ bezeichnen wir das tausendfache der- 
jenigen Enzymmenge, für welche sich unter den Bedingungen unserer Bestimmung 
die Konstante der monomolekularen Reaktion gleich 0,001 ergibt; die berechnete 
Reaktionskonstante einer Bestimmung bezeichnet daher zugleich den Gehalt der 
Analysenprobe an Pankreaserepsineinheiten. 

Als Maß der enzymatischen Konzentration, für die die vorliegende Abhandlung 
noch kein Beispiel gibt, schlagen wir den „Pankreas-erepsin-Wert (P.Er.-W.)" 
vor, nämlich die Anzahl der Pankreaserepsineinheiten in i cg der Präparate. 

2. Zur tryptischen und ereptischen Wirkung der Pankreasextrakte, 
a) Gewinnung der Enzymlösungen. 

Die Untersuchungen der hitcratur, die von tryptischer und ereptischer Wirkung 
in Pankreasauszügen berichten, enthalten keine genauen Angaben über die enzyma- 
tische Ausbeute der Uösungen; es war daher zu prüfen, in welchem Ausmaße sich die 
beiden Proteasen der rohen wie der getrockneten Drüse entziehen lassen. Es hat sich 
gezeigt, daß die Losung der beiden Enzyme, beispielsweise in wasserhaltigem Glycerin, 
verhältnismäßig rasch und gleichmäßig erfolgt, sei es bei [296] Verwendung der frischen, 
rohen, sei es bei der Behandlung der zuvor getrockneten Drüsensubstanz. Man findet den 
Erepsingehalt der rohen Drüsenauszüge gewöhnlich etwas höher als in den Lösungen 
aus getrocknetem Material, während sich die Ausbeute an tryptischem Enzym in engen 
Grenzen bewegt ; dagegen ist die enzymatische Konzentration in den nach der Trock- 
nung gewonnenen Extrakten beträchtlich erhöht, wie sich beispielsweise an der Menge 
des auf Alkoholzusatz entstehenden Niederschlags unschwer erkennen läßt. 

Zur Darstellung der Enzymlösungen ziehen wir die Anwendung des Glycerins der 
Extraktion mit Wasser vor; die aus frischem oder frisch getrocknetem Drüsenmaterial 
erhaltenen Glycerinauszüge sind in der Regel vollkommen inaktiv, z. B. gegenüber 
Gelatine, enthalten also noch keine Enterokinase, auch tritt, wie aus Versuch i hervor- 
geht, selbst bei monatelanger Aufbewahrung keine erhebliche Aktivierung des tryp- 
tischen Enzyms ein; dagegen beginnt diese, wie in der 5. Abhandlung über Pankreas- 
enzyme belegt wurdet in wäßriger Lösung schon nach wenigen Stunden. Weiterhin 
findet man die Beständigkeit der Proteasen in glycerinhaltiger Lösung bedeutend 
erhöht, während sie in wäßrigem Medium rascher Zerstörung unterliegen. 

Versuch i . 1 50 g frisch vom Schlachthof bezogene Pankreasdrüsen von Schweinen wurden 
inderFleisclimaschine zerkleinert und mit 480 ccm 87proz. Glycerin 47 j Stunden bei 30® extra- 
hiert. Von dem zentrifugierten, darauf filtrierten, noch trüben Extrakt bewirkte 1,00 ccm a) so- 
fort, b) nach 3 Monaten bestimmt, bei Pu = 8,7 und 30° in i Stunde Hydrolyse von 0,150 g 
Gelatine entsprechend einer Aciditätszunahmc von a) 0,00, b) 0,28 ccm o,2n-KOH ohne Kinase- 
zusatz und von a) 0,84, b) 0,88 ccm der Lauge nach Vjstündiger Einwirkung von 0,20 ccm 
Enterokinaseläsung. 


* E. MaedschmidT-LeiTz, Diese 2 ^. Bd. 132, S. 18 1, und zwar S. 218 [1923/24], 
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Die enzymatische Ausbeute in den Glycerinauszügen belegen wir nachstehend 
durch ein tabellarisch verzeichnetes Beispiel, das die Wirkung aliquoter Teile vom 
Auszug der rohen wie der getrockneten Drüse sowie von dieser selbst, aus dem näm- 
lichen Ausgangsmaterial bereitet, vergleicht. Man [297] gewann die Extrakte durch 
Behandlung von 5 Teilen roher, bzw. i Teil getrockneter Drüse mit 10 Vol, Syproz. 
Glycerin; die Trocknung der Drüse bewirkte man nach dem von R. \ViIvI<sTätTKR und 
B. Waxdschmidt-BRitz ^ beschriebenen Verfahren mittels Aceton und Äther. Der 
Auszug des rohen Drüsenmaterials wurde durch Abschleudern in der Zentrifuge und 
Filtration teils mittels Faltenfilters, teils durch Talcum, derjenige der getrockneten 
Drüse durch Filtration allein geklärt; die Messung der enzymatischen Wirkungen 
folgte der in Abschnitt i angegebenen Bestimmungsweise, die Aciditätszunahme ist 
in Kubikzentimetern o,2n-Ivauge ausgedrückt. 


Tabelle 3. 

Bnzymausbeute bei Trocknung und Glyecrinextraktion. 

{Angew. lobzw. 150mg Drüse, 0,10 bzw. i,5occm Extrakt für tryptische bzw. ereptisdie Wirkung.) 


Angew. Präparat 

Extrakt. -Dauer 

Stdn. 

Tryptische Wirkung 

,\cici,-Ziiw. ' T,-(e.) 

Ereptisdie Wirkung 

Acid.-Ziuv. P.Er.-K. 

Auszug aus roher Drüse 
a) d. Filter filtriert .... 

4 

0,84 

E 5 

2,06 

0,0016 

b) d. Talcum filtriert . . . 

4 

0,74 

1,0 

1.65 

0,0013 

Drüse, getrocknet 

— 

1.00 

ca. 2 

2.25 

0,0018 

Auszug aus getrockn. Drüse. . 

2 

0,88 

^'7 

G 73 

i 0,0013 

Desgl 

u 

0,84 

\ ri 5 

175 

1 0,0013 


b) Änderungen imW^irkungsverhältnis. 

Beobachtungen über Verschiebungen der einzelnen proteolytischen Wirkungen 
des Pankreas bei der Aufbewahrung oder nach Zusätzen sind häufig zur Unterschei- 
dung mehrerer enzymatischer Individuen herangezogen worden. Die ersten Angaben 
finden sich bei H, M. Vernon^ und bei K. Mays^, die über verschiedene Beständigkeit 
von proteolytischer und [298] von fibrinlösender Wirkung berichten; allein eine größere 
Anzahl widersprechender Erfahrungen haben Mäys in der Auffassung bestärkt, daß 
,,die Frage, ob für die . . . ereptische Wirkung der Pankreasextrakte ein Erepsin ge- 
fordert werden müßte, . . . nur dann einer definitiven Entscheidung zugänglich sei, 
wenn die Wirkung der zwei Enzyme . , . getrennt demonstriert werden könne"'*). 
Auch war es nie gelungen, die eine der Wirkungen ganz zu unterdrücken. 

Es hat sich in unseren Versuchen bestätigt, daß die Beständigkeit des pankre- 
atischen Erepsins von der des tryptischen Enzyms z. B. in den rohen Präparaten 
sich unterscheiden läßt; sie ist weniger ausgeprägt. Dies ergibt beispielsweise der 
Vergleich von frisch getrocknetem Drtisenmaterial mit gealterter Trockensubstanz 
oder auch die Verfolgung der spezifischen Wirkungen bei der Aufbewahrung von 

' Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar S. 150 [1922/23]. 

* Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 330 [1903], ^ Diese Zs. Bd. 49, S. 124 [1906]. 

') A. a. 0 . S. 181. 
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K WAI,DSCHMIDT-IyEm und A. IIarTENECK: 


Glycerinauszügen der Drüse; zuweilen bleibt die Wirkung solcher Enzymlösungen 
wochenlang unverändert, sei es gegenüber Gelatine, sei es gegenüber Peptiden, in 
anderen Fällen findet man schon nach einigen Tagen gar kein Erepsin mehr, während 

Tabelle 4. 

Enzymatische Wirkung und Alter der Drüse. 

(Bcstimmungsansati:: a) Trypsin: 62 mg Drüse, 5,0 ccm 3proz. Gelatine, Pn = 8,7, i Stunde, 30®; 
b) Erepsin: 20 mg Drüse, 15,0 ccm Peptid, pn~7,^> 2 Stunden, 30®; Angaben in ccm 

o,2n-KOH.) 




Pankreasprobe 

Aögew. Svibstrut 

IX* 

xxin 

XXIV 


2 ‘/j Jahre alt 

frisch best. 

frisch j n. I Mon. best. 

Gelatine .... 

1,28 

U 33 

1,40 ! 1,29 

Leucylglycin . . 

0,39 

U17 

1,06 ; 0,70 

Alanylglycin . . 

0,27 

j 0,80 

0,77 — 

Glycylglycin , , . 

0,05 

1 0,30 

j 0,24 0,14 

Leucylalanin , . 

0,0g 

1 0,21 

j 0,08 j — 


die tryptische [299] Wirkung noch keine Abnahme erkennen läßt. Wir belegen diese 
Erscheinungen nachstehend durch einige Beispiele; Tab. 4 vergleicht die Wirkungen 
verschiedener Drüsenpräparate auf Gelatine bzw. eine Anzahl von Peptiden, während 
die Versuche 2 und 3 die Änderung der Wirksamkeit bei der Aufbewahrung von 
Glycerinextrakteii veranschaulichen . 

Versuch 2. 1,00 ccm frisch bereiteter Glycerinauszug der rohen Drüse bewirkte, a) sofort 
nach der Darstellung, b) nach i Monat, c) nadi 3 Monaten bestünmt, nach der Aktivierung mit 
Kinase einen Aciditätszuwachs gegenüber Gelatine entspr. a) 0,84 und c) 0,88 ccm o,2n-KOH 
und gegenüber Leucylglycin entspr. a) 1,20, b) 1,23 und c) 0,74 ccm der Tauge, seine ereptische 
Wirkung hatte also stark abgenommen. 

Versuch 3. Man maß die Wirkung eines frisch bereiteten Glycerinauszuges aus roher Pan- 
kreasdrüse nach der im Abschnitt i angegebenen Bestimmungsweise a) sogleich, b) nach 9 Tagen; 
1.00 ccm vom Auszug bewirkte in 2 Stunden mit Leucylglycin Aciditäts Zunahme entspr. a) 0,73, 
b) 0,05 ccm o, 2 n-K 0 H, der Gehalt der Analysenprobe betrug also a) 0,00050 und b) noch 
0,00003 P.Er.-E. ; 0,30 ccm des Auszuges bewirkten, mit Gelatine gemessen, Aciditätszuwachs 
entspr. a) 0,74, b) 0,72 ccm 0,2 n.-KOH, woraus sich ein Gehalt der Analysenprobe von a) 1,1, 
b) 1,02 T.-(e.) ergibt. 

Verschiebungen in der Wirkung auf mehrere Substrate sind auch von K. Glaess- 
NER und A. Stäubern), sowie von J. Wohlgemuth^) unter dem Einfluß gewisser hoch- 
molekularer Proteine beobachtet worden. So fanden Glaessner und Stäuber eine 
starke Hemmung der Hydrolyse des Eieralbumins wie des Fibrins nach dem Zusatz 
von Serum, während die Wirkung auf Pepton hierbei unbeeinflußt blieb; und nach 
den Angaben von Wohegemuth soll die Spaltung sowohl des Eiereiweißes wie auch 
die eines Dipeptids, des Glycyltyrosins, durch Serum gehemmt, die Hydrolyse von Pep- 
ton dagegen gefördert werden. Die erwähnten Befunde sind seitens Glaessner und 
Stäuber mit der Annahme von zwei, seitens WOhlgemuth sogar mit der Existenz 
dreier .verschiedener Proteasen gedeutet worden. 

Eine ungleich hemmende Wirkung von Zusatzstoffen gestattet indessen nicht, 
die Verschiedenheit enzymatischer [300] Individuen zu erkennen; so haben die Erfah- 

* Aus der 5. Abh. über Pankreasenzyme, Diese Zs. Bd. 132, S. 181 [1923/24]. 

’) Biodhem. Zs. Bd. 25, S. 204 [1910]. *) Biochem. Zs. Bd. 39, S. 302 [1912]. 
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Xiber die tryptische und ereptische Wirkung der Pankreasdrüse. 

Hingen von R. WiLkSTÄTTER, E. Waedschmidt-Leitz und Fr. Memmen * an tierischer 
Lipase erwiesen, daß dieselben Stoffe je nach der Reaktion der Lösung aktivierend 
oder hemmend die Wirkung des nämlichen Enzyms zu beeinflussen vermögen. Auch 
werden Sinn und Größe des sich geltend machenden Einflusses davon abhängen, 
ob und in welchem Maße in dem gegebenen Falle die Affinität des Enzyms zu dem 
zugesetzten Stoff die zu seinem Substrat übertrifft. So hat sich beispielsweise ergeben, 
daß man entgegen den Angaben von Geaessner und Stäuber wie von Wohegemuth 
nach Zusatz von Blutserum eine ziemlich gleichmäßige Hemmung sowohl der tryp- 
tischen "^e der ereptischen Enzymwirkung bemerkt. In anderem Sinne äußert sich 
die Wirkung von Eieralbumin, dessen Gegenwart die Wirksamkeit des Trypsins 
z. B. gegenüber Gelatine, wie es ja bekannt ist, stark herabsetzt, während sie die 
Hydrolyse einfacher Peptide durch das ereptische Enzym unbeeinflußt läßt. 

Hie Ergebnisse der Versuche sind in Tab. 5 zusammengestellt; man verglich den 
Einfluß der Zusätze auf die Wirkung der nämlichen Menge eines Glycennauszuges 


(1,00 ccm Auszug, 5 
15,0 ccm Vismol 


Angcw. 

Substrat 


Gelatine . . 
Casein . . . 
Pepton . . . 

Eeucylglycin 

Glycylglycin 


Tabelle 5. 

Hemmung durch Serum und Albumin. 

D ccm 3proz. Gelatine bzw. Casein bzw. Pepton [ex album., Merck] bzw. 
Peptid; 30 Vzstündige Aktivierung durch 0,10 ccm Kinaselösung.) 




Ohne Zusat! 






Mit 10 mg Albumin 






Mit 1,0 ccm Serum 




8,7 I 60 

8,7 I 60 

ca. 6 j 60 


0,00 

0.59 

0,28 


0,84 — 0,25 

1,50 0,40 I 1,32 


0,15 

0,10 


0,57 

1,23 


8.7 I 45 

7.8 : 120 

7.8 I 120 


0,45 

1,23 

0,59 


1 ,21 
0,56 


0,28 

0,75 


aus roher Drüse [301] gegenüber Gelatine wie gegenüber Pepton und einfachen Pep 
tiden; die Angaben der Tabelle bedeuten den Aciditätszuwachs in Kubikzentimetern 


o,2n-KOH, 

3. Trennung von Trypsin und Erepsin. 

G. SCHAEFFER Und E. TerROINEO geben an, durch Dialyse pankreatischen Sekrets 
gegen destilliertes Wasser eine Trennung der beiden Proteasen erzielt zu haben, die 
referierende Literatur hat ihren Beobachtungen, die von E. Zunz^) bestätigt worden 
sind, entscheidende Bedeutung beigemessen 3 ), es schien daher geboten, ihre Belege 
einer näheren Betrachtung zu unterziehen. 

Die Untersuchungen von Schaeffer und Terroine führen zu der Feststellung, 
daß nach dreitägiger Dialyse frischen Pankreassaftes gegen destilliertes Wasser keine 
Wirkung des vSekretes gegenüber Eieralbunun mehr wahrnehmbar ist und daß die 
schon im nicht aktivierten Safte meßbaren Wirkungen auf gewisse andere Substrate 


=■ Diese Zs. Bd. 125, S. 93 [1922/23]. 

9 Jl. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12, S. 905 [1910]. 

Arch. internat. Phys. Bd. ii. S. 191 [1912]. 

3 ) Vgl. Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente, 5. Aufl. 1925, S. 875. 
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wie Casein, Histon oder Peptonlösung, die dem erepüsclien Enzym zugesclirieben 
werden, durch Enterokinase nun keine Steigerung mehr erfahren ; dagegen bleibt bei 
einer gleichlaufenden Dialyse gegen verdünnte Kochsalzlösung die tryptische Wir- 
kung, gemessen an der Verdauung von Eiereiweiß, erhalten und man beobachtet auch 
bei der Hydrolyse der schon vom Erepsin angreifbaren Substrate hier eine deutliche 
Steigerung durch Kinase. Es nimmt wunder, daß die Autoren, deren Untersuchungen 
sich im übrigen durch größere methodische Exaktheit auszeichnen, die spezifische 
Wirkung des tryptischen Enzyms an einem schwer hydrolysierbaren, ungeeigneten 
Substrate, dem Eieralbumin, bestimmen, dazu mittels eines unsicheren und veralteten 
Verfahrens, während die Kennzeichnung der ereptischen Wirksamkeit auf der An- 
wendung einiger für dieses Enzym nicht spezifischer Substrate beruht, deren Hydrolyse 
auch durch die tryptische Komponente [302] erfolgt; richtiger wäre es gewesen, der 
Messung des Erepsins die Spaltung eines • Dipeptids zugrunde zu legen. 

Die Erscheinungen, die Schaeffer und Terroine beschreiben, lassen sich auf 
andere Ursachen zurückführen, als sie von diesen Forschern angenommen wurden. 
Die Prüfung der beiden Enzyme mittels spezifischer Wirkungen ergibt, daß bei der 
Dialyse keine Trennung der enzymatischen Komponenten eintritt, man beobachtet 
vielmehr eine allmähliche und gleichmäßige Zerstörung beider Enzyme. Sodann 
zeigt es sich, daß im Verlaufe der Dialyse, wie zu erwarten war, die Selbstaktivierung 
des Trypsins durch die aus der Drüsensubstanz gebildete Enterokinase einsetzt und 
dazu führt, daß sich nach einiger Zeit für zugesetzten Aktivator keine Wirkung mehr 
wahrnehmen läßt. Bei Gegenwart von NaCl dagegen findet man den Vorgang der 
Selbstaktivierung gestört, er verläuft viel langsamer ; so ist es zu erklären, daß Schaef- 
fer und Terroine ein unterschiedliches Verhalten ihrer Sekrete gegenüber dem Ein- 
fluß der Kinase beobachtet haben nach einer Dialyse einmal gegen Wasser, ein ander- 
mal gegen verdünnte Salzlösung. Die Schlußfolgerungen, die die Forscher mit diesen 
Erscheinungen verbunden haben und die die referierende Literatur übernommen hat, 
sind zu verwerfen; eine Trennung der paiikreatischen Proteasen oder auch nur die Zer- 
störung einer einzelnen enzymatischen Komponente läßt sich durch Dialyse nicht 
erreichen. 

Wir beschreiben nachstehend die unseren Betrachtungen zugrunde liegenden 
Ergebnisse. Versuch i veranschaulicht die Selbst aktivierung pankreatischen Auszugs 
bei der Dialyse gegen Wasser; man prüfte die Wirkung des Dialysates nach dem Vor- 
bilde von Schaeffer und Terroine gegeüber Casein, und zwar mit und ohne Zusatz 
von Aktivator. Versuch 2 belegt den Einfluß von Natriumchlorid in der von Schaef- 
fer und Terroine angewandten Konzentration auf den Aktivierungsgrad getrock- 
neter Pankreasdrüse. Tab. 6 endlich beschreibt die Veränderung der enzymatischen 
Wirkung auf Gelatine bzw. Ueucylglycin unter dem Einfluß der Dialyse. 

Versuch i, 1,00 ccm eines Glycerinauszuges aus getrockneter [303] Pankreasdrüse bewirkte, 
a) mit 1,50 ccm H2O, b) mit 0.20 ccm Enterokinaselösung + 1,30 ccm HiO 7 « Stunde bei 30® 
belassen und angesetzt mit 5,0 ccm 3proz. Casein + 1,00 ccm n- Ammoniak- Ammonchloridpuffer 
von = 8.7* iö I Stunde bei 30® Aciditätszunahme entspr. a) 0,53 und b) 1,93 ccm o,2n'KOH. 
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30 ccni vom Auszug dialysierte man in einer sog. Fischblase gegen fließendes destilliertes 
Wasser und bestimmte nach a) 17, b) 36, c) 81, d) 105 Stunden die Wirkung aliquoter Teile der 
Enzymlösung gegenüber Casein, wie oben beschrieben; sie entsprach dann einem Zuwachs an 
Acidität von a) 1,07, b) 1,05, c) 1,02, d) 0,76 ccm o,2n-KOH ohne Zusatz von Eiiterokinase 
und von a) 1,70, b) 1,50, c) 1,24 und d) 0,80 ccm der Lauge nach VjStündiger Einwirkung der 
Aktivatorlösimg. 

Versuch 2. 10 mg getrocknete Pankreasdrüse der Probe XXVIII bevStimmte man a) sofort, 
b) nach 3 tägigem Digerieren mit 5.0 ccm Thymolwasser, c) nach 3 tägiger Behandlung mit 5.0 ccm 
o,9proz. NaCl (das thymolhaltig war), und zwar ohne besondere Aktivierung durch Eiiterokinase; 
ihre Wirkung, gemessen unter den Bedingungen der Trypsinbestimmung (Abschnitt i), ent- 
sprach a) 0,00, b) 0,34, c) 0,07 ccm o,2n-KOH, bei Gegenwart der Salzlösung war also die Akti- 
vierung nur gering. 

Tabelle 6. 

Abnahme der Enzyniwirkung bei Dialyse gegen Wasser. 

(30 ccm Glycerinauszug aus roher Drüse in Fischblase gegen fließendes destilliertes Wasser; 
Bestimmung mit 0,50 bzw. 2,00 ccm oder aliquotem Teil für Trypsin bzw. Erepsin, und zwar 

20 bzw. 120 Minuten.) 


Dialysendauer 

Tryptische Wirkung j 

j Ereptische Wirkung 

Stunden 

ccm 0,20 -KOH 

T.-(e.) 

ccni 0,2 n-KOH 

P.Er,-E. 

0 

0,87 

ca. 1,7 

2,12 

0,0017 

2 

0,84 

i.S 

2,04 

ü,OOl6 

4 

079 

1.3 

1.97 

0,0015 

22,5 

0,17 

0,T I 

0,26 

0, OCX) 17 

48 

0,00 

0 

0,00 

0 


Die Trennung der beiden Proteasen, wie sie im folgenden beschrieben wird, beruht 
auf ihrem verschiedenen Adsorptionsverhalten gegenüber Tonerde. Für das Trypsin 
haben R. Willstätter und E. Waldschmidt-Eeitz ^ angegeben, daß es aus [304] den 
angesäuerten Auszügen der Pankreasdrüse durch Tonerde nur in geringem Maße auf- 
genommen wird, während die Adsorption bei neutraler Reaktion sich als beträchtlicher 
erwies. Das beschriebene Adsorptiousverhalten des Pankreastrypsins, das in unseren 
Versuchen bestätigt wird, gilt indessen nicht zugleich für das ereptische Enzym der 
Drüse; vergleichende Versuche haben ergeben, daß die Adsorption dieses Enzyms durch 
die Tonerde in saurer Eösung, beispielsweise bei = 4,7, begünstigt, in neutralem 
Medium dagegen zurückgedrängt wird. Diese Unterschiede in den Adsorptionsaffini- 
täten benutzt das eingcschlagene Verfahren zur Isolierung der enzymatischen Kompo- 
nenten; sie bewirken, daß nach mehrmaliger, z. B. dreimaliger Wiederholung der Ad- 
sorptions Vornahme die Mutterlauge frei von Erepsin gefunden wird, während in den 
Elutionen der Adsorbate, beispielsweise mit verdünntem Ammoniak oder auch mit Alkali- 
phosphat, das Erepsin angereichert wird, ohne daß sich in ihnen tryptische Wirkung 
nachweisen ließe. So erhält man die beiden Enzyme, wenn auch nicht in enzymatisch, 
so doch in proteolytisch einheitlicher Lösung; nach den Erfahrungen, über die die 
„Zweite Abhandlung über Pankreasenzyme"^) berichtet hat, wird riäralich das Trypsin 
in den Mutterlaugen der Adsorption mit der Hauptmenge der Pankreasamylase, das 
Erepsin in den Elutionen mit dem lipatischen Enzym der Drüse vergesellschaftet sein. 

' Diese Zs. Bd. 125, S. 132. und zwar S. 174 [1922/23]. 

') Diese Zs. Bd. 125, S, 132 [1922/23], 
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E. Waldschmidt-EeiTz und A. Harteneck: 


Tabelle 7. Tonerdeadsorption bei wechselndem p^. 


Angew. Ph 


Adsorbiert 

Erept. WirlcuQg 

I Adsorbiert 

ccmo.an-KOH 

1 T.-(e.) ! % 

ccm 0,2 n-KOH 

P.Er.-E. 

% 

7,0 1 

0,41 

6,29 

52 

1,16 

0,00067 

28 

5.6 

0,61 

0 

0 

0,86 

0.00123 

50 

47 ! 

0.59 

0 

0 

0,76 

0,00140 

55 

. 3.8 _ i 
n/ioo-essigs. ; 

0,61 

0 

0 

0.79 

0,00135. 

53 

0.54 

1.68 

13 

0,76 

0,00140 ! 

55 


Die voranstehende Tab. 7 beschreibt die Adsorption der [305] beiden Enzyme 
durch ein Tonerdepräparat der Sorte und zwar bei wechselndem Man ver- 
dünnte zum Versuche 3,5 ccm Glycerinauszug der getrockneten Drüse (enth. 12,1 T.-(e.) 
und 0,00257 P-Er.-H.) mit dem gleichen Volumen Wasser und adsorbierte sie mittels 
1,0 ccm Tonerdesuspension (= 10,4 mg AI2O3) nach Zusatz von a) 0,08 ccm n-Essig- 
säiire, b) 0,25 ccm n-Acetatpuffer von = 3,8 bzw. 4,7, c) 0,75 ccm n-Acetatpuffer 
von = 5,6 und d) ohne Zusatz, also bei neutraler Reaktion; dann bestimmte man 
die Wirkung aliquoter Teile der neutralisierten Mutterlaugen nach , dem Verfahren 
des Abschnitts i. 

Die Elution des Erepsins aus den Tonerdeadsorbaten gelingt, wie schon an- 
gegeben, in guter Ausbeute, sei es mit verdünntem Ammoniak, sei es mit alkalischer 
Phosphatlösung, während die Anwendung neutraler Phosphatmischungen das Enzym 
nicht zu eluieren erlaubt. Tab. 8 vergleicht die Wirkung der geprüften Eluentien; 
man nahm die Adsorption vor, wie oben beschrieben, und zwar bei p^^ = 4,7, und 
behandelte die gewonnenen Adsorbate mit je 7,0 ccm der Elutionsflüssigkeit, welche 
einen Gehalt von 17 % Glycerin aufwies ; von der in der Zentrifuge abgetrennten Elu- 
tion dienten aliquote Teile zur Bestimmung der Enzymwirkungen ; das Adsorbat ent- 
hielt zufolge der Bestimmung der Adsorptionsmutterlauge 12,1 T.-(e,) neben 0,0014 
P.Er.-E. 

Tabelle 8. Elution der Tonerdeadsorbate. 


Angew. Eluens 

Trypt. Wirkung 
ccm o, 2 n-K.ÜH 

1 Eluiert | 

Erept. Wirkung 
ccm 0 , 211 -E.OH 

1 Eluiert 

T.-(e.) 1 

^ % 

P.Er.-E. 

% 

VsUiol. Phosphat von = 7.o 

^ 0,10 

1,26 

10 

0,00 

0 

Ü 

V5 mol. Phosphat von />H = 8, 2 

0,00 

0 

0 

0,50 

0,00076 

55 

n/25-NH3 ! 

0,00 

0 

0 

0.54 

0,00093 

67 


[306] Das Verfahren für die Trennung der beiden pankreatischen Proteasen, das auf 
der mehrmaligen Vornahme der Tonerdeadsorption in saurer Lösung beruht, beschreiben 
wir nachstehend an einem charakteristischen Beispiel, dessen analytische Belege in 
Tab. 9 zusammengestellt sind. 

Verfahren der Trennung von Trypsin und Erepsin. 

22,5 ccm Glycerinauszug aus getrockneter Pankreasdrüse wurden mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdünnt und nach dem Versetzen mit 1,50 ccm n- Acetatpuff er von 


^ Vgl. R. WmESTÄXTRR und H. Kraut. Chem. Ber. Bd. 56, S. 1117 [1923] {Abk. 17). 
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= 4,7 mittels 6,0 ccm Tonerdesuspension C (= 62,4 mg AI2O3) adsorbiert; das 
Adsorbat eluierte man mit 45 ccm o,04n-NH3 (17% Glycerin enth.). 

■ ^/3 von der Mutterlauge der ersten Adsorption, nämlich 35 ccm, wurden erneut 
der . Behandlung mit 4,0 ccm Tonerde (= 41,6 mg AI2O3) unterworfen und das 
gewonnene Adsorbat wiederum mit 30 ccm glycerinhaltigem 0,04 n-NH3 eluiert. 

Die Hälfte der Adsorptionsrestlösung von der zweiten Vornahme, nämlich 19 ccm, 
behandelte man zum dritten Male mit der Tonerde, diesmal mit 2,0 ccm der Auf- 


Tabelle 9, 

Ausbeuten bei der Trennung von Trypsin und Krepsin. 

(Bestimmt mit aliquoten Teilen der lÄ'^ungen, Dauer der Ivrepsinbestimmung 2 Stunden.) 


Enzympräparate 

i Trvpt. Wirkling 
ccin 0,2 u-KOH 

Ausbeute 

T.-(c.} 1 % 

Krept. Wirkung ' 
ccm o,zii-KÜH 

Aasheilte 

l».F.r.-E. ] 

% 


I. Adsorption: 





Ausgaiigslösuiig 

• ! 0^57 

74 


1,28 

0.0104 1 

— 

Mutterlauge 

. ; 0,48 

54 

74 

0,86 

0,00665 

64 

Elution 

0,00 

0 

i 0 

047 

0,00348 1 

34 


2. Adsorption: 





Ausgangslösung. .... 

. : 048 

3Ö 


0,86 

0,00442 ; 


Mutterlauge 

046 

32 

1 89 

0,48 

0,(X}240 ! 

54 

Elution 

. 1 0,08 

5 

; u 

0.42 

0,00208 ■ 

47 


3. Adsorption: 





Ausgangslösung 

046 

16 


0,48 

0,00120 

— 

Mutterlauge 

■ ! 043 

U 

94 

0,00 

0 j 

0 

Elution 

. ; 0,00 

1 0 

0 1 

0,29 

0,00071 1 

60 


Schlämmung [307] (— 20,8 mg Alj03) und nahm so den Rest des Erepsins auf; es 
hinterblieben nach dem Neutralisieren 24 ccm trypsinhaltige Mutterlauge. Das Ad- 
sorbat wurde, wie oben beschrieben, eluiert, und zwar nunmehr mit 15 ccm der Elu- 
tionsflüssigkeit. 


4. Zum Vergleich von Pankreas- und Darmerepsin. 

Es wird für die Erkenntnis von -der physiologischen P'unktion des pankreatischen 
Erepsins von wesentlicher Bedeutung sein, seine Beziehungen zu dem wichtigen, von 
O. Cohnheim * aufgefundenen Erepsin der Darmschleimhaut zu untersuchen und 
die spezifischen Wirkungen der beiden Enzyme abzugrenzen. Diese Aufgabe soll die 
vorliegende Untersuchung vorbereiten, für den Vergleich des pankreatischen und des 
intestinalen Erepsins gibt sie nur einige Umrisse. 

So ist die Abhängigkeit der enzymatischen Wirkung von der Wasserstoffionen- 
koüzentration verglichen worden. Es hat sich gezeigt, daß zwar der Verlauf der Aktivi- 
täts-^H“Kürve bei den beiden Enzymen, gemessen in ihren rohen, stark verunreinigten 
Eösungen, einige Abweichungen aufweist, daß sie dagegen in bezug auf die Lage des 
Reaktionsoptimums übereinstimmen; auch das pankieatische Enzym wirkt, wie es 

1 Diese Zs. Bd. 33, S. 451 [1901], 


Willstätter, Ehzjttic. 
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für Darraeiepsin von K. G. Dernby* belegt wurde und wie sich in Versuchen des einen 
von uns mit A. ScuÄTFNER^ bestätigt hat, bei einem von 7,8 am günstigsten. 

Die Abhängigkeit der Wirkung vom p^ ist in Abb. 2 vergleichsweise wiedergegeben. 
Man stellte in den Versuchen das gewünschte p^ mittels ^/smol. Phosphatlösung ein 
und kontrollierte es nach der Indicatorenmethode ; angewandt wurde 1,00 ccm Glycerin- 
auszug aus roher Pankreasdrüse, bzw. aus der Damischleimhaut von Schweinen wäh- 
rend 2 bzw. I Stunde bei 30 als Substrat diente für jede Bestimmung ^looo Mol 
Leucylglycin bzw. Glycylglycin. 

Andere vorläufige Vergleiche betreffen die Affinität der beiden Proteasen zu einer 
Reihe von Dipeptiden, sie müssen [308] indessen hier mit allem Vorbehalt gegeben 
werden; für die Prüfung des Pankreaserepsins ist noch nicht die proteolytisch einheit- 
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-Abhängigkeit von PankreavS- und Darnierepsiii. 


liehe Enzymlösuiig angewandt worden. Es ist daher die Bedeutung der Beobachtung 
noch nicht sicher zu beurteilen, daß, wie durch nachstehende Tab. 10 belegt wird, sich 
gewisse Unterschiede in der Reihenfolge der Spaltbarkeit geltend machen; dies gilt 
beispielsweise für den Vergleich der Hydrolyse von Eeucylglycin und Alanylglycin. 
Die Fortsetzung dieser Untersuchung soll dazu beitragen, den Vergleicli der einzelnen 
enzymatischen Wirkungen weiter zu führen. 


Tabelle lo. 

Peptidhydrolyse durch Pankreas- und Darmerepsin. 

(15 ccm Vzsuiol. Peptid, 30°, 1,0 ccm Glycerinextrakt aus Rohpankreas, 2 Stunden, ~ 7,8; 
ViqooMoI Peptid, 30*^, 1,0 ccm Glyceriiiextrakt aus Darm Schleimhaut, i Stunde, pn = 7,8; An- 
gaben in ccm o,2n-KOlL) 


ABgew. Substrat 

Pankreaserepsiti j 

DarmerepKü 

Eeucylglycin . . 

1.37 

1.05 

Alanylglycin . . 


2,40 

Glycylglycin. . . 

0,66 

0.75 

Eeucylalauiu . . 

1 0.32 

0,05 


Dem Japanausschuß der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
auch an dieser Stelle Kir die zur Verfügung gestellten Mittel. 


* Biochem. Zs, Bd. 81, S. 107 [1916/17]. 


5 Noch unveröffentlicht. 




Zeitschrift für physiologische Chemie 149, S. 203 [1925]. 


HO. ÜBER DIE SPEZIFISCHEN WIRKUNGEN VON PANKREASTRYPSIN 
UND PANKREASEREPSIN, 

Von Ernst Waldschmidt-Leitz und Anna Harteneck. 

Dritte Mitteilung^ zur Spezifität tierischer Proteasen. 

(Aus dem Chemischen Ivaboratorhuii der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegai^en am 6. September 1925.) 

Die Spezifität der proteolytischen Wirkungen der Pankreasdrüse, so wie sie die 
Titeratur beschreibt, scheint, wenigstens in ihren wesentlichen Umrissen, geklärt zu 
sein. Zu diesen Beobachtungen der Uiteratur zählen die eingehenden Untersuchungen 
von E. Fischer und P. Bergeee^ und von E. Fischer und E. Abderhalden^ „Über 
das Verhalten verschiedener Polypeptide gegen Pankreassaft*', deren Ergebnisse die 
Behauptung zu rechtfertigen schienen, „daß die Prüfung mit Pankreassaft ein Mittel 
ist, die große Zahl der künstlichen Polypeptide in biologisch verschiedene Klassen 
einzuteilen'* Die von Fischer und Abderhalden vorgenommene Einteilung der 
Peptide in hydrolysierbare und in nicht hydrolysierbare, die von der referierenden 
Uiteratur^ übernommen worden ist, schien zu [204] dem bemerkenswerten und nicht 
erklärten Ergebnis zu führen, daß die enzymatische Spaltbarkeit auch der natürlich 
vorkommenden Peptide abliänge nicht nur von ihrer sterischen Konfiguration, 
auch von der Art der einzelnen Aminosäurekomponenten, ihrer Anzahl und ihrer 
strukturellen Anordnung. Die Bedeutung, die diesen Beobachtungen in der Literatur 
beigelegt worden ist und die auch für die Auswahl der in unserer Untersuchung an- 
gewandten Substrate wegleitend war, veranlaßt uns, einen anschaulichen Auszug aus 
der Fischer sehen Tabelle hier wiederzugeben. 

^ Frühere Mitteilungen Chem. Ber. Bd. 58, S. 1356 [1925]; Diese Zs. Bd. 147, S. 286 [1925]- 

" Chem. Ber. Bd. 36, S. 2592 [1903]; Fd. 37, S. 3103 [1904]. 

5 Diese Zs. Bd. 46, S. 52 [1905]. 

^ A. a. O., und zwar S. 56 [1905]. 

5 Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., Leipzig 1925, 2. Bd., 
S. 870; 0 . KestnER, Chemie der Eiweißkörper, Braunschweig 1925, S. 92, 
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E. Wai,dschmidt-X,eitz und A. HarTENECK: 


Tabelle i. 

Spaltbarkeit von Peptiden nach Fischer und Abderhalden. 

Hydrolysierhar | Nicht hydtolysicrbar 


Alanyl-alanin 

Alanyl-glycin 

C'ilycyl-tyrosin 

Leucyl-tyrosin 

Leucyl-glyeyl-glycin 

Tetraglycyl-glyciii 


Glycyl-glycin 

Glycybalanin 

Leucyl-glycin 

Leucyl-alanin 

Diglycyl-glycin 

Triglycyl-glycin 


Die Frage, ob die beobachteten Hydrolysen auf verschiedene proteolytische En- 
zyme des Pankreassaftes und auf welche von ihnen sie zurückzuführen seien, ist von 
Fescher und Abderhalden gestellt, aber nicht beantwortet worden; indessen haben 
die Erfahrungen, die die Forschung seit der grundlegenden Entdeckung des Darm- 
erepsiiis durch 0 . Cohnheim ^ über die Wirkungen dieses Enzyms gesammelt hat, 
mehr und mehr zu der Anschauung geführt, die peptidspaltende Wirkung des pan- 
kreatischen Sekrets wie der Drüse selbst einem besonderen, ereptischen Drüsenenzym 
zuzuschreiben. Zu den spezifischen Wirkungen dieses letzteren rechnete man danach 
ferner die Hydrolyse von PeptoneiF, von Protaminen [205] und Histonen^) und endlich, 
wenn auch nicht unbestritten, die Spaltung von Casein^) , allgemein aller der Stoffe, bei 
welchen man eine Aufspaltung durch nichtaktivierte Pankreaspräparate wahrnahm, 
während man als die spezifischen Substrate des pankreatischen Tr}"psins diejenigen 
höher molekularen Proteine ansah, zu deren Hydrolyse das Enzym der Aktivierung 
durch Enterokinase bedurfte. Gegen diese Unterscheidung der beiden Enzyme haben 
sich aus einer Untersuchung des einen von uns ,,ÜbeT Enterokinase und die tryptische 
Wirkung der Pankreasdrüse“^) Bedenken ergeben, deren Schlußfolgerungen auch in 
unserer vorausgehenden Abhandlung erörtert worden sind"») ; sie hatte nämlich in einer 
Untersuchung von G. Schaeffer und E. Terroine dazu geführt, die Annahme 
zweier verschiedener proteolytischer Enzyme in den Pankreassekreten durch Angaben 
über ein Verfahren zu ihrer Trennung zu erhärten. Die theoretischen Grundlagen 
dieses Verfahrens, dessen experimentelle Ergebnisse von uns widerlegt und richtig- 
gestellt worden sind, waren nicht mehr als gesichert zu betrachten; für die Beschrei- 
bung der spezifischen Wirkungen des tryptischen wie des ereptischen Enzyms ergaben 
sich neue Richtlinien. 

Noch einen Schritt weiter geht das Lehrbuch von C. Oppenheimer, ,,Die Fer- 
mente“^), das sich die Schlußfolgerungen von Schaeffer und Terroine zu eigen 


' Diese Zs. Bd. 33, S. 451 [1901]. 

" Vgl. H, M. VERNON, Jl.of Physiol. Bd. 30, S. 330 [1903]; G. SCHAEFFER und E. Terroine, 
Jl. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12, S. 905 [1910]; K. Glaessner und A. Stäuber, Biochem, Zs. 
Bd. 25, S. 204 [1910I; ] . Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 39, S, 302 [1912]. 
b Vgl. G. Schaeffer und E. Terroine, a. a. 0 . 

Vgl. W. H. Bayliss und E, H.Starling, Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 61 [1903]; G. Schahp- 
FER und E. Terroine, a. a. 0 , 

5 ) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132. S. 181 [1923/24]. [Abh. 92.) 

Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar 287 [1925]. 

5 ) A. a. 0 . 6) 5. Aufl., Leipzig 1925, 2. Bd., S. 875. 
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macht; der proteinspaltenden Komponente des ,, Pankreastrypsins*', der Tryptase, 
werden auf Grund der neueren, insbesondere durch E. Abderhalden ^ vertretenen Vor- 
stellungen über die Struktur der Proteine lediglich desaggregierende Funktionen zu- 
geschrieben, während als seine peptolytische Komponente ,,eine Gruppe von Pepti- 
dasen" angesehen wird, die ,,die Aufspaltung" der Proteine [206] ,,in die letzten ein- 
fachsten Bestandteile, die freien Aminosäuren, vollzieht". ‘) Sie wird in Hinblick auf 
die Untersuchungen von Fischer und Abderhalden von dem weniger auswählend 
wirkenden Darmerepsin unterschieden. 

Die Schlußfolgerungen, die die Forschung aus den vorliegenden Ergebnissen hin- 
sichtlich der Spezifität der geprüften Enzyme wie hinsichtlich der Struktur der an- 
gewandten Substrate abgeleitet hat, sind unsicher und bedeutungslos; der Forderung 
nach enzymatischer Einheitlichkeit, die allein eine exakte Prüfung der spezifischen 
Wirkungen gewährleistet, haben die untersuchten Enzympräparate in keinem Falle 
entsprochen. Die Trennung von Trypsin und Erepsin in den Auszügen der Pankreas- 
drüse durch das Verfahren der auswählenden Adsorption mittels Tonerde, wie sie 
in der zweiten Abhandlung dieser Reihe beschrieben wurde, hat erst ,,den Weg eröffnet 
zu einer gesicherten Prüfung ihrer spezifischen Wirkungen wie auch der Bedeutung 
des Hilfsstoffs Enterokinase für die Spezifität des tr>"ptischen Enzyms“-). Die große 
Bedeutung der präparativen Adsorptionsmethoden, die berufen sind, nicht nur über 
die Spezifität enzymatischer Individuen zu entscheiden, sondern auch die Erkenntnis 
rein struktuell-chemischer Probleme zu fördern, geht aus den nachstehenden Betrach- 
tungen hervor, in denen wir über unsere Versuchsergebnisse berichten. 

Die Auswahl der Substrate, die wir dem Angriff der getrennten, einheitlichen 
Pankreasenzyme, des Trypsins und des Erepsins unterworfen haben, betraf einmal 
eine Reihe einfacher Peptide, ferner ein käufliches Pepton der Pepsinverdauung als 
proteolytisches Abbauprodukt sowie einfacher konstituierte basische Proteine wie 
Protamin und Histon und endlich eine größere Anzahl höher molekularer Proteine aus 
verschiedenen Gruppen dieser Stoffe. Es hat sich ergeben, daß die spezifischen Wir- 
kungen der beiden Enzyme strenger, als angenommen, von einander zu unterscheiden 
sind: Alle untersuchten Dipeptide wurden von Erepsin hydrolysiert, [207] 
keines derselben dagegen von dem tryptischen Enzym, auch nicht ein Tripep- 
tid, das zu den spaltbaren zählte. Es hat sich weiter gezeigt, daß die Wirkung des 
Erepsins auf einfache Peptide beschränkt ist: weder Pepton der peptischen 
Verdauung, noch Protamin oder Histon noch irgend ein anderes der untersuchten 
Proteine war durch Erepsin zerlegbar, aber alle diese Präparate wurden durch Trypsin 
hydrolysiert; in keinem Falle ließ sich eine Vertretbarkeit der beiden Enzyme 
nachweisen. 

Sodann haben wir an den besprochenen Beispielen den Einfluß der Aktivierung 
durch Enterokinase auf die Aktivität des tryptischen Enzyms geprüft, das unter 


? Naturwissenschaften Bd. 12, S. 716 [1924]. 

b A. a. 0 ., und zwar S. 891. ’) Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 290 [1925]- 
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den Bedingungen seiner Darstellung in nicht aktivierter Form erhalten wird und das 
nun, wie aus der nachfolgenden vierten Mitteilung hervorgeht, nach der Abtrennung 
des Erepsins auch keine Selbstaktivierung mehr erleidet. Die Ergebnisse dieser Ver- 
suche lassen erkennen, daß für die Spaltung höher molekularer Proteine, wie es ja 
bekannt ist, die Aktivität des Enzyms durch die Aktivierung mit Enterokinase bedingt 
wird, daß dagegen in gewissen anderen Fällen, so bei Histon, Protamin oder auch 
Pepton, das Enzym auch ohne den Aktivator beträchtliche proteolytische 
Wirkungen ausübt; besondere vergleichende Versuche haben erwiesen, daß die 
Hydrolyse in diesen Fällen nicht etwa auf eine gesteigerte Aktivität von spurenweise 
aktiviertem Enzym, sondern lediglich auf die Wirkung des nicht aktivierten Trypsins 
zurückzuführen ist. 

Diese Befunde verdienen insofern eine gewisse Beachtung, als durch sie auch auf 
einem anderen Wege der Beweis erbracht wird, daß das Trypsin in der Pankreasdrüse 
nicht, wie man früher annahm ^ in unfertiger, in Zymogenform gebildet und erst durch 
die Enterokinase in aktives Enzym umgewandelt wird, sondern daß dem Aktivator 
nur die Bedeutung eines Hilfsstoffs zukommt^ 

[208] In der folgenden Tab. 2 sind unsere Resultate in qualitativer Form veranschau- 
licht, während ihre quantitativen Unterlagen aus dem Versuchsteil zu entnehmen 
sind. 

Tabelle 2. 

Spezifität von Pankreastrypsin und Pankreaserepsin, 

(Angaben bedeuten: — = keine nachweisbare, 4 - = positive, + -l- = verstärkte Hydrolyse.) 


Nr. 

Substrat 

■ 

Erepsin 

Enzym 

Trypsin 

Trypsin + 
Enterokinase 

1 

Alanyl-glycin 

4 - 

— 


2 

Glycyl-tyrosin 

+ 

— 


3 

Glycyl-glycin 

+ 

— 

— 

4 

Glycyl-alanin 

- 1 - 



— 

S 

Leucyl-glycin 


— 

— 

6 

I/eiicyl-alanin 

+ 

— 

— 

1 

i Leucyl -glycyl-glycin 

+ 

— 

1 — 

8 

Pepton (ex albumine, Merck) . . 

— ' 

•p 

i + 4 - 

9 

Clupein 

— 

4- 

1 + + 

IO 

Thyraushistoii 

— 

+ 

1 + + 

11 

Casein. 

— 

— 

i + 

12 

Fibrin 

— 

— 

' X 

13 

Gelatine 

— 

— 

1 + 

14 

Gliadin 

— 

— 

+ 

15 

Zein 

— ! 

— 1 

4- 


Die Ergebnisse unserer Versuche über die Hydrolyse einfacher Peptide durch 
Pankreaserepsin widersprechen den Befunden von E. Fischer und E. Abderhalden*) 


^ Vgl. W. M. Bayliss und E. H. Starling, Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 61 [1904]; Bd. 32, 
S. 129 [1^5]. 

* Siehe dazu E. WaldscumidX-LEIXz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181, und zwar S, 190 [1923/24] 
{Ahh, 92). 

q Diese Zs, Bd. 46, S. 52 [1905]. 
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prinzipiell; eine qualitative Unterscheidung der natürlich vorkonimenden 
Peptide nach ihrer Spaltbarkeit läßt sich nicht, durchführen. Die 
Bedeutung der gewonnenen Resultate wird auch nicht durch den Einwand entkräftet, 
daß eine qualitative Verschiedenheit zwischen dem Erepsin des Drüsengewebes selbst 
und dem ihres Sekretes zu berücksichtigen sei, so wie Fischer und Abderhalden 
selbst 2 gewisse Abweichungen in der Spezifität dieser beiden Enzynipräparate [209] ge- 
deutet haben. Aus einer Untersuchung des einen von uns mit A. SchäffkER, die dem- 
nächst zur Veröffentlichung gelangen wird, geht nämlich hervor, daß das ereptische 
Enzym der Pankreasdrüse in qualitativer wie in quantitativer Spezifität mit 
dem Erepsin der Darmschleimhaut identisch gefunden wird; für die an sich 
wenig wahrscheinliche Annahme der Existenz eines zweiten ereptischen Enzyms in 
der Drüse, welches allein das Trypsin in das Sekret begleiten würde, läßt der quan- 
titative Vergleich mit dem Darmerepsin keinen Raum. Die abweichenden Ergebnisse 
von Fischer und Abderhalden dürften vielmehr auf eine geringe, und vor allem auf 
eine ungleiche Wirksamkeit des verwendeten Enzymmaterials zurückzuführen sein, 
dessen ereptische Komponente nach unseren Erfahrungen, insbesondere bei der alka- 
lischen Reaktion des Sekretes, viel unbeständiger ist; sie sind auch nicht in quanti- 
tativem Sinne zu verstehen. Die schwer verständliche Aussage, wonach der Organis- 
mus an ein und denselben Reaktionsort, in den Darm, zwei Enzyme mit der nämlichen 
Aufgabe, aber das eine davon mit nur unvollkommen entwickelter Affinität sezernieren 
sollte, erscheint heute in anderem Lichte: in Wirklichkeit sind die beiden Enzyme 
identisch. 

Die Wirkung des Pankreaserepsins und gleicherweise die des Darmerepsins bezieht 
sich also lediglich auf die Hydrolyse einfacher Peptide; schon ein Pepton der Pepsin- 
verdauung unterliegt, wie aus Tab. 2 hervorgeht und wie die Untersuchung von E.Wald- 
schmidt-Lbitz und A. Schaffner für das Darmerepsin belegen wird, seiner Einwirkung 
nicht mehr. Wenn daher O. Cohnheim^) in seiner bekannten Untersuchung im Jahre 
1901 über die Entdeckung des Darmerepsins berichten konnte, deren analytische 
Grundlage in der Hydrolyse von Pepton der Pepsinverdauung durch die Darmschleim- 
haut bestand, und zwar bis zum Verschwinden der Biuretreaktion, so dürfte diese 
Beobachtung nur deshalb möglich gewesen sein, weil das angewandte ereptische 
Enzym trypsinhaltig war; wie Versuche mit A. Schäffner’) erwiesen haben, sind die 
Lösungen [210] des Erepsins, die man aus der Darmschleimhaut gewinnt, stets durch 
Trypsin verunreinigt und es bedarf auch in diesem Falle der Anwendung adsorptiver 
Methoden, um das Enzym in einheitlichem Zustande zu erhalten. Die Angaben der 
Literatur^], daß durch ereptisches Enzym eine rasche Spaltung der Pepsinpeptone 
erfolge und daß die aufeinander folgende Hydrolyse der Proteine durch Pepsin und durch 

* A. a, 0 ., und zwar S. 55 [1905]. 

q Diese Zs. Bd. 33, 8.451 [1901]. *) Noch unveröffentlicht. 

*] Siehe dazu O. Cohnheim, Diese Zs. Bd.49, S. 64 [1906]; Bd. 51, S. 415 [1906]; E. Abder- 
halden und P. RONA, Ebenda Bd. 57, S. 405 [1910]; E. Abderhalden und Fr. Kramm, Ebenda 
Bd. 77, S. 425 [1912]; 0 . Kestner, Chemie der Eiweißkörper, Braunschweig 1925, S. 94. 
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Erepsin so vollständig sei wie ihr Abbau durch siedende Säuren, sind zu streichen; 
die zugrunde liegenden Beobachtungen beziehen sich vielmehr auf die Einwirkung 
der drei proteolytischen Enzyme, von Pepsin, Trypsin und Erepsin. Die auf die Cohn- 
heimsche Beobachtung aufgebauten älteren Verfahren zum qualitativen und quanti- 
tativen Nachweis des Erepsins, die die Literatur ^ empfiehlt, gestatten nicht, die Wir- 
kung dieses Enzyms für sich allein zu bestimmen: für das reine Enzym würde man 
nämlich gar keine Wirkung wahrnehmen; die gewählten Substrate werden zweck- 
mäßig durch einfache Peptide zu ersetzen sein h 

Weiterhin bedürfen die zahlreichen Angaben der Literatur über die Hydrolyse 
von Protaminen h von Histoii^' und von Casein® durch Erepsin der Richtigstellung; 
auch diese Substrate werden, wie unsere Versuche zeigen, durch das Enzym gar nicht 
angegriffen, die angeführten Beobachtungen über ihre Hydrolyse sind also auf die 
Verunreinigung der angewandten Enzympräparate durch Trypsin zurückzufüliren. 
Die Schlußfolgerungen von G. Schabffer und E. Terroink? endlich, die über die 
[21 1] Trennung der proteolytischen Enzyme des Pankreas aussagen, erweisen sich als 
unhaltbar und irreführend; die Wahl der für spezifisch gehaltenen Substrate zum 
Nachweis der beiden Enzyme hat bewirkt, daß die Messungen der beiden Autoren 
sich in allen P'ällen nur auf die Wirkung des einen Enzyms, des Trypsins, bezogen 
haben; die beobachteten Wirkungsverschiebungen, die im Sinne einer Trennung ge- 
deutet worden sind, sind, wie die zweite Mitteilung dieser Reihe belegt liat^), auf die 
Selbstaktivierung des Trypsins zurückzuführen. 

Die neuen Erkenntnisse über die Spezifität der Pankreasenzyme führen zu einer 
scharfen Unterscheidung mehrerer Typen proteolytischer Enzyme. Zur 
ersten Gruppe, den Peptidasen, gehört das Erepsin, als dessen spezifische Substrate 
einfache Peptide, z. B. Di- oder Tripeptide, zu gelten haben; eine zweite Gruppe 
umfaßt die Enzyme vom Typus des niclitaktivicrten Trypsins, dessen Wirkungen zwar 
nachgewiesen, aber noch nicht mit einem streng spezifischen Substrate gekennzeichnet 
werden können ; für die dritte Gruppe spezifisch wirkender proteolytischer Individuen 
ist das aktivierte Trypsin, also das System Trypsin + Enterokinase als charakteri- 
.stischer Vertreter anzusehen, für die vierte Gruppe endlich das Pepsin, deren spezi- 
fische Wirkungen noch nicht mit Sicherheit zu beschreiben, aber zu unterscheiden sind®) ; 
die Verschiedenheit ihrer Wirkungen läßt sich auch nicht, wie die weitgehend differen- 
zierte Spaltbarkeit beispielsweise von Bicralbumin oder Globulin einerseits, von Gliadin, 

* Vgl. J. WoHEGEMUTH, Grundriß der Femientmethodeii, Berlin 1913, S. 199 ff. 

3 A. a. O., S. 202 ff, 

0 . COHNIIEIM, Diese Zs. Bd. 35, S. 134, und zwar S. 140 [1902]; K. Rogozinski, Ebenda 
Bd. 79, S. 398, und zwar S. 413 [1912]; A. CeemEnTi, Biochem. Zs. Bd. 136, S. 71 [1922/23]. 

5 0 . Cohnheim, a. a. 0 . 

6 0 . Cohnheim, A. Ceementi, a. a. 0 . 

7 Jl. de Ph3rsiol, et Pathol. gen. Bd. 12, S, 905 [1910]. 

‘) Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 302 [1925] {Ahh. J09). 

Vgl. C. Oppenhelmer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., Leipzig 1925, 2, Bd., 

S. 839. 
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Gelatine oder Histon andererseits erkennen läßt, allein auf einen verschiedenen loni- 
sierungszustand der Substrate zurückführen 3 . 

Der Einteilung der Proteasen, so wie sie oben gegeben wurde, entsprechen die Er- 
fahrungen, die bei einem pflanzlichen Enzym, dem Papain, gewonnen worden sind. 
R. WihLSTÄrrKR und W. Grassmann^ haben gezeigt, daß dieses Enzym, das [212] keine 
Affinität zu einfachen Dipeptiden aufweist, für die Spaltung von Proteinabbauproduk- 
ten , beispielsweise von Pepton, der Gegenwart eines Hilfsstoffs, der Blausäure, be- 
darf, während die Hydrolyse hoher molekularer Proteine durch das Enzym auch ohne 
diesen Aktivator erfolgt ; danach wäre das Papain der dritten, seine Blausäureverbindung 
der zweiten Gruppe proteolytischer Enzyme zuzuordnen. Die bemerkenswerten Be- 
ziehungen, die zwischen der Spezifität des Trypsins und der des Papains und dem Ein- 
fluß der spezifischen Aktivatoren auf diese sich erkennen lassen, sind in der nach- 
stehenden Tab. 3 in qualitativer Porm veranschaulicht. 

Tabelle 3. 

Spezifität von Trypsin und Papaiii. 

(Angaben bedeuten: ~ = keine nachweisbare, 1 = positive, + ^ = verstärkte Hydrolyse.) 


Hnzyni 

Gc'hitinc 

Substrat 

Pepton 

i Diix-ptid 

Trypsin 

— 

f 

i 

Trypsin 4- Enterokinase . 

+ 

-1- 


Papain 4- Blausäure . . 

-f -r 


- 

Papain 


__ 1 



Die Tabelle erweist die Berechtigung der Gegenüberstellung von Papain mit 
Trypsin — Enter okinase einerseits und von Papain— Blausäure mit Trypsin ander- 
seits ; vielleicht wird die nähere Untersuchung der Spezifität, insbesondere die Erkennt- 
nis der spezifischen Reaktionswege in einfachen Fällen, noch deutlichere Beziehungen 
zwischen den vier Enzymen ergeben. 

Die ausgeprägte Spezifität der Enzyme aus den vier Gruppen der Proteasen führt 
zu Rückschlüssen auf konstitutionelle Unterschiede ihrer spezifischen Substrate. Die 
strukturelle Erforschung der Proteine, die durch die synthetischen Arbeiten Emii. 
Fischers, wenigstens für ihre niederen Abbauprodukte, so glücklich eingeleitet worden 
ist, wird andere, wieder destruktive Wege einschlagen müssen, um die strukturellen 
Beziehungen ihrer höheren Bausteine aufzuklären, Wege, zu [213] denen die fein aus- 
wählenden Methoden des enzymatischen Abbaus hinzuleiten berufen sind. 

Die Hinweise, die sich aus den über die spezifische Einstellung der untersuchten 
Enzyme vorliegenden Beobachtungen auf strukturelle Besonderheiten ihrer Substrate 
zu ergeben scheinen, bilden nur einen vorläufigen Rahmen, er wird mit der Prüfung 
einer größeren Anzahl bekannter Substrate zu erweitern und vor allem durch die 
Untersuchung der spezifischen Reaktionsprodukte zu vertiefen sein. Die Natur der 
für den Angriff der Enzyme aus den drei letzten Gruppen von Proteasen spezifischen 

3 Vgl. J. H. Northrop, Naturwissenschaften Bd. n, S. 713 [1923]. 

^ Diese Zs. Bd. 138, S. 184, imd zwar S. 204 [1924] (Abh. ZJ7). 
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Strukturen ist noch nicht erkennbar; aber die Erfahrungen, die über die äus- 
wählende Wirkung dieser Enzyme vorliegen und die durch eigene Beobachtungen 
ergänzt werden, führen zu dem Schlüsse, daß sie sowohl unter sich als von dem 
in den bisher von uns geprüften einfachen Peptiden vorliegenden Typus verschieden 
sein werden. 

Die Hydrolyse der höher molekularen Proteine ist zufolge den Angaben der Lite- 
ratur^ durch keine der aus nur zwei Komponenten bestehenden möglichen Kombinationen 
von Pepsin, Tr}"psin und Erepsin vollständig; und in den einfachsten Fällen, für den 
Abbau der Protamine, erweist sich nur das Pepsin als entbehrhch^. Die Folgerung 
verschiedener Angriffspunkte und verschiedener Reaktionswege, die die Literatur 5 
erhebt, ist mit der Feststellung zu ergänzen, daß für eine gegenseitige Vertretbarkeit 
der vier Enzymtypen — Pepsin, Trypsin— Enterokinase, Trypsin, Erepsin — bis heute 
keine Anhaltspunkte vorhegen und daß daher ihr Angriff auf spezifische Struk- 
turen zu beziehen sein wird. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen über die Wirkungsweise der verschiedenen' 
Proteasen zwingen zu einer strenger [214] chemischen Auffassung der Protein- 
struktur. Nicht nur, daß die Wirkung des enzymatisch einheithchen Trypsins, die 
in den Ausführungen von C. Oppenheimern) als rein desaggregierende behandelt wird, 
durch den Zuwachs freier Carboxylgruppen, der sehr bedeutend ist, gemessen werden 
kann, und daß man, wie aus unseren Versuchen hervorgeht, dabei die Abspaltung 
einer sehr beträchtlichen Menge freier Aminosäuren beobachtet; es wird aus einer dem- 
nächst zu veröffentUchten Untersuchung des einen von uns mit E. Simons zu ersehen 
sein, daß auch die Wirkung des Pepsins, dem noch ausgesprochener depolymerisierende 
Funktionen zugesprochen werden^), in beträchtlichem Ausmaße in der Freilegung von 
Carboxyl- und Aminogruppen besteht. 

Es ist noch nicht untersucht, ob die Bildung freier Aminosäuren durch Trypsin 
auf Grund ihrer Absprengung aus längeren Peptidketten oder aber aus einem anderen 
strukturellen Zusammenhänge erfolgt, und es soll in der Fortsetzung dieser Arbeit 
mit dem Versuche begonnen werden, die Grenzen zwischen den spezifischen Wirkungen 
von Trypsin und von Erepsin deutheher zu definieren; dabei wird es sich entscheiden, 
ob die Angreifbarkeit durch Erepsin bei einer bestimmten Länge der Peptidkette 
haltinacht und ob wirklich, wie man angenommen hat, die Peptone der Pepsineinwir- 
kung, die durch Erepsin nicht zerlegbar sind, aus einem Gemisch von Polypeptiden 
bestehen. Es ist zu erwarten, daß die fraktionierte enzymatische Hydrolyse einfacher 
Proteine z. B. durch das einheitliche Trypsin oder Erepsin zu definierteren und gleich- 
artigeren Reaktionsprodukten führen wird, als sie bisher erhalten wurden; sie soll die 

N Vgl. E. Fischer und E. AbderhaedEn, Diese Zs, Bd. 39, S. 81 ; Bd. 40, S. 215 [1903]; 
V. Henriques und J. K. Gjäedbaek, Ebenda Bd. 75, S. 363 [1911]. 

* M.TakEmura, Diese Zs. Bd.63, S. 201 [1909] ; F. ROGOzmSKi, Ebenda Bd. 79, S. 398 [1912]. 

5 Sielie dazu V. Henriques und J. K. Gjaeobaek, a. a. 0 .; ferner C. Oppenheimer. Die 
Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., Leipzig 1925, 2. Bd., S. 839. 

N) A. a. 0 ., S. 890. *) A,a.O., S^8n. 



Spezifische Wirkungen von Pankreastxypsin und Pankreaserepsin. 


1483 


Aiifgabe vorbereiten, Einblick in die feinere strukturelle Anordnung der Protein- 
bausteine zu gewinnen. 


Versuche. 

I. Zur Trennung von Trypsin und Erepsin, 

Die glatte Durchführung der Trennung der beiden pankreatischen Enzyme, so 
wie sie in der zweiten Mitteilung dieser [215] Reihet beschrieben wurde, ist in hohem 
Maße abhängig von der Beschaffenheit des verwendeten Drüsenmaterials und von 
der Natur der angewandten Adsorbentien. Es ist das Trypsin, das in gewissen Fällen, 
bei der Verarbeitung von anormaler oder unsorgfältig entwässerter Drüsensubstanz, 
eine gesteigerte Adsorbierbarkeit aufweist; sie ist auf die Assoziation mit Begleit- 
stoffen zurückzuführen, 'die bei der beginnenden Autolyse der Drüse sich bilden oder 
in besonderen Fällen schon in ihr vorhanden sind. 

Sodann hat es sich gezeigt, daß die Adsorbierbarkeit des tryptischen Enzyms, 
wie auch eine Untersuchung von R. WitLSTÄTTER, E. Waepschmidt-Ueitz und S. Du- 
NAITXIRRIA2 erwiesen hat, als besonders empfindlicher Nachweis zur Unterscheidung 
von Adsorbentien dienen kann. Proben von Aluminiumhydroxyd der Sorte die 
nach Alter, Zusammensetzung und chemischem Verhalten und nach ihren Adsorptions- 
affinitäten gegenüber anderen Enzymen wie Invertin oder auch Lipase nicht unter- 
scheidbar waren, zeigten ein quantitativ stark abweichendes Verhalten bei der Ad- 
sorption des Trypsins. Es werden also die Angaben über die Trennung der pankrea- 
tischen Enzyme durch Adsorption mit der Beschreibung der dafür besonders tauglichen, 
aber noch nicht hinreichend charakterisierbaren Tonerdesorten zu ergänzen sein. 

Wir führen nachstehend zwei charakteristische Beispiele für den Einfluß der Be- 
gleistoffe und des Adsorbens an; die Messung der Enzyme folgte den in der zweiten 
Mitteilung'^ angegebenen Verfahren. 

Versuch i. Beispiel für den Einfluß der Drüseiibeschaffenheit. Je 22,5 ccm Glycerinauszug 
aus Pankreasdrüsen von Schweinen, und zwar a) von normaler Beschaffetilieit (Pankreasprobe 
XXVIII }, b) stark verfettet, von besonders gemästeten Tieren (Pankreasprobe XXIX), wurden 
nacli dem Verdünnen mit dem gleichen Voliuiieu Wasser bei pn == 4,7 4nial der Adsorption mit 
je 6,0 ccm Tonerdesuspension C (= 62,4 mg AUOj) unterworfen; die Restlösung der Adsorption 
enthielt dann noch [216] a) 92, b) 7, und die aus dem Adsorbate mit verdünntem Ammoniak 
bereitete Elution a) 4 und b) 20 % vom Trypsin der Ausgangslösung, während üir Erepsingehalt 
in beiden Fällen ein normaler war. 

Versuch 2. Beispiel für den Einfluß des Adsorptionsmittels. Die Adsorption von 30 ccm 
Glycerinextrakt aus normalem Drüsemnaterial (Pankreasprobe XXX) führte man, wie oben 
beschrieben, aus, a) mit insgesamt 32 ccm der in Versuch i verwandten Tonerdesuspension C 
(= 332,8 mgAl303), b) mit ebenso viel Adorbens der gleichen Sorte, aber von anderer Darstellung. 
Die aus dem Adsorbate gewoimeiie Elution wurde sodann a) noch i mal, b) noch 2 mal der Adsorp- 
tion mit je 20,4 mg von den Adsorbentien, und zwar bei j&h = 4.7. unterworfen; die wiederum 
bereitete Elution enthielt nunnielix noch a) o, b) n % vom Trypsin der Ausgangslösung, aber 


* Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 301 [1925]. 

* Noch unveröffentlicht {Ahh. 103). 

3 R. WlELSTÄTIER und H. Kraut, Cheni. Ber. Bd, 56, S. 1117 [1923] {Abh. 17). 
^ Diese Zs. Bd. 147. S. 286, und zwar S. 291 [1925], 
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eine einmalige Adsorption der Elution zu b) mit der zu a) angewandten Tonerde, und zwar mit 
20,4 mg, bewirkte, daß nunmehr die gesamte, noch gemessene Trypsinmei^e in der Adsorptions- 
mutterlauge zurückblieb. 

2. Spezifität des Erepsins, 
a) Peptide. 

Die vergleichende Hydrolyse verschiedener Dipeptide durch Pankreaserepsin ist 
schon in der zweiten Mitteilung belegt worden ^ aber sie war noch nicht mit dem 
proteolytisch einheitlichen Enzym ausgeführt. Unsere Versuchsergebnisse mit diesem 
verzeichnen wir in der nachstehenden Tab. 4; man verwandte zu den Proben je 
0,001 Mol. des Peptids (aber für Glycyl-tyrosin 0,00047 Mol.) und 0,00037 P-Er.-E., 


Tabelle 4. 

Peptidhydrolyse durch Paiikruascrepsin. 
{Angaben bedeuten ccm o,2n-KOH.) 


Xr. 

Angew. Peptid 

Cemess. Spaltung 

I 

Alanyl-glycin . . . 

2,28 

2 

Glycyl-tyrosin . . 

0,39 

3 

Glycyl-glycin. . . 1 

; 0,15 

4 

Glycyl-alanin. . . 

0,45 

5 1 

Leucyl-glycin . . 

1,07 

6 

Leucyl-alanin . . 

0,12 


deren [217] Einwirkung bei = 7,8 (eingestellt durch 2,00 ccm 11- Ammoniak- 
Ammonchloridpuffer von p^ — 7,8 (bei 30"") + 0,35 ccm n-NH^) und 30® nach 2 Stun- 
den gemessen wurde. 

Die beobachteten Hydrolysen liegen in allen Fällen, auch bei den schwerer spalt- 
baren Substraten, außerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung. Der prinzipielle 
Unterschied, den der Vergleich der angeführten Ergebnisse mit den Angaben von 
E. Fischer und E. Abderhalden^) ergibt, ist nicht mit der Annahme verschiedener 
Enzymmengen in beiden Fällen zu erklären; die Spaltbarkeit der einzelnen Peptide, 
wie Tab. 4 sie veranschaulicht, steht in keiner einfachen Beziehung zu der von 
Fischer und Abderhalden mitgeteilten, qualitativ verstandenen Einteilung, nach 
welcher die beiden ersten, in der Tabelle angeführten Substrate zu den hydrolysier- 
baren, die vier letzten dagegen zu den nicht hydrolysierbaren gerechnet wurden. 
Offenbar war das von diesen Forschern verwendete Enzymiiiaterial, das von St. Peters- 
burg bezogen war, ereptisch nur noch wenig wirksam und büßte dann im Verlaufe der 
Versuche seine Aktivität noch weiter ein ; diese Annahme mag neben der noch unvoll- 
kommen entwickelten und ungleichmäßigen enzymatischen Methodik die bestehenden 
Abweichungen erklären. 

b) Pepton, Proteine. 

Die Prüfung der Spaltbarkeit von Pepton und einer Reihe von Proteinen nahm 
man in derselben Weise vor, wie es für die Hydrolyse der Peptide im vorhergehenden 


* A. a. 0 ., und zwar S. 308 [1925]. 


*) Diese Zs. Bd. 46, S. 52 [1905]. 
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Abschnitt beschrieben wurde. Als Substrat dienten je 0,15 g Pepton (ex albumine, 
Merck), ferner Casein, Fibrin, Gelatine, Gliadin und Zein, bzw. 0,10 g Clupeinsulfat’-, 
bzw. Histonsulfat (aus Thymusdrüsen gewonnen), gelöst in je 5,0 ccm Wasser; 0.00037 
P.Er.-E. (in 2,0 ccm) ließen wir auf diese 2 Stunden bei 30° und (eingestellt 

durch 2,00 ccm [218] n- Ammoniak- Ammonchloridpuffer von = 7»^ 3^°) 

je nach dem Substrate wechselnden Mengen n-NH3) einwirken; in keinem der angeführ- 
ten Versuche war eine nachweisbare Additätszunahme eingetreten. 

3. Spezifität des Trypsins, 
a) Peptide. 

Die Hydrolyse einfacher Peptide durch das enzymatisch einheitliche Trypsin 
bestimmten wir mit und ohne die vorherige Aktivierung des Enzyms durch Enterokinasc; 
auch die Gegenwart des Aktivators bewirkte in keinem der untersuchten Fälle eine 
nachweisbare Spaltung. 

Auf o.cx^i Mol. a) Alanyl-glycin, b) Glycyl-glycin, c) Glycyl-alanin, d) beucyl-glycin, e) T.euoyl- 
alaniii, bzw. f) 0,00047 Mol. Glycyl-tyrosiii, bzw. g) 0,00032 Mol. Leucyl-glycyl-glycin ließ man 
a) bis e)6,o, f) 7,4 und g) 4,oT.-(e.), und zwar mit und ohne ständige Aktivierung durch o.jocoin 
Eiiterokinaselösung, während 2Stundcii bei 30“ und /?h = 8,9 (eingestellt durch 2,00 ccm n-Ainmo- 
niak -Ammonchloridpuffer von pK = 8,9 [bei 30“] -f a) bis f) 3,00, g) 0,58 ccm 11-NH3) einwirken; 
ein Aciditätszuwachs war in keinem Palle nachzuweisen. 

b) Pepton, Proteine. 

Die Ergebnisse der Versuche über die Spaltung von Pepton und von einfachen und 
höher molekularen Proteinen durch Trypsin und ihre Abhängigkeit von der Gegenwart 
der Enteroldnase sind in der folgenden Tab. 5 zusammengestellt. Die Prüfung von 
Substraten aus den nicht vertretenen Gruppen der Albumine und Globuline unterblieb, 
da ihre tryptische Hydrolyse nur sehr langsam erfolgt; Zusatz geringer Mengen von 
Albumin zu tryptischen Verdauungsgemischen bewirkt, wie ja bekannt ist und wie 
wir in der zweiten Mitteilung gleichfalls belegen konnten'), eine bedeutende Herab- 
setzung der Enzymwirkung zufolge der Beschlagnahme des Enzyms; für die Prüfung 
eines Globulins andererseits, für dessen Lösung es höherer Salzkonzentration bedarf, 
erwies sich diese als störend, da sie eine starke Hemmung der Enzymwirkung zur 
Folge [219] hatte. Es ist indessen nicht daran zu zweifeln, daß die Vertreter dieser 
beiden Gruppen von Proteinen, die nach den Erfahrungen der Literatur und nach 
eigenen nur langsam von aktiviertem Trypsin, und nur von diesem, angespalten wer- 
den, in diesem Sinne qualitativ den übrigen in der Tabelle angeführten höher mole- 
kularen Proteinen zuzuordnen sind. 

Die spezielle Wirkungsweise des Trypsins, und zwar auf Casein, veranschaulicht 
Versuch 3; man bestimmte die Menge der bei der Hydrolyse freigelegten, auf Peptide 
und auf freie Aminosäuren entfallenden Carboxyle nach dem Verfahren von R. Wibb- 

* Für die Überlassung dieses Präparates sind wir Herrn Dr. K. P'EUX von der Medizinischen 
Klüük hierselbst zu Dank verptüchtet. 

q Diese Zs. Bd. 147. S. 286, und zwar S. 300 [i 925 ]' 
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Tabelle 5. 

Tryptische Hydrolyse von Pepton und Proteinen. 

(30“; pK = 8,9 [cingest.d. n-Anniioniak-Ainnionchloridpuffer] ; 72 stiiMige Aktivierung mit 0, 300011 
Kinaselösung ; Substrate in 5,0 ccm H^O, bei Nr. 13 und 14 10% Alkohol enthaltend.) 


Nr, Substrat 

Menge 

g 

Augew. 

— 

Dauer 

Std. 

Add.-Zuw. (ccm 

0,211-KOH) 

nicht aktiv. 

aktiv. 

nicht aktiv. 

aktiv. 

I 

Pepton (ex. alb.) . 

0,15 

1.84 

— 

3 

0,49 

— 

2 


0,15 

— 

0,92 

I 

— 

0.58 

3 

Clupeinsulfat . . . 

0,10 

1,84 

— 

3 

0,58 

— 

4 


0,10 

— 

0,92 

I 

— 

0,56 

S 

Histonsulfat . . . 

0,10 

1,84 

— 

I 

0,20 

— 

6 

,, .... 

; 0,10 

1,84 

— 

3 

0,47 

— 

7 


1 0,10 

— 

0,92 

I ' 

— 

0,64 

8 

Casein 

0,15 

1,84 

0,92 

I 

0,01 

. 0,72 

9 

1 Fibrin , 

! 0,15 

1,84 

— 

3 

0,00 

— 

IO 


0,15 

— 

0,92 

I 

— 

0.35 

II 

Gelatine 

0,40 

1,84 

1 

3 

0,02 

— 

12 

,, 

0,40 

1 — 

0,26 

i 0,33 

— 

0,44 

13 

Gliadin 

o.ig 

1,84 

0,92 

i 1 

0,00 

0,29 

H 

Zein 

0,15 

1,84 

0,92 

, 1 

0,00 

0.25 


STATOR und E. Waldsciimidt-Leitz 7 nämlich durch Ermittlung des Aciditäts- 
zuwachses in 50- und in goproz. Alkohol. Der Versuch erweist, daß die Mehrzahl der 
[220] gebildeten sauren Gruppen auf abgespaltene Aminosäuren entfiel; auch be- 
obachteten wir bei der Hydrolyse des Caseins eine deutliche Abscheidung von Tyrosin, 
das als solches identifiziert wurde und dessen Menge in einem Vergleichsversuche 
von längerer Dauer noch zunahm. Die theoretischen Folgerungen, die aus diesen 
Befunden für den Mechanismus der Trypsinwirkung abzuleiten sind, sind bereits näher 
erörtert worden. 

Versuch 3. Hydrolyse von. Casein. 5,0 can einer enzymatisch einheithehen Trypsinlösung 
(enth. 4,2 T.{-e.)), V2 Stunde mit 0,30 ccm Enterokinase bei 30'’ aktiviert, wirkten auf 5,0 ccm 
i2proz. Caseinlösung 20 Stunden bei 30'’ und pn = 8,9 ein. Der gemessene Aciditätszuwachs 
entsprach dann 4,5g ccm 0,2 n-KOH in goproz. alkoholischer Tösung und weiteren 2,90 ccm der 
Lauge nach dem Zusatz von Alkohol bis zu einem Gehalte von 90 % ; von der gesamten Aciditäts- 
zunahme von 7,45 ccm berechnet sieh danach der auf freie Aminosäuren entfallende Anteil zu 
4,00 ccni, d. i. 54%, während die resthehen 3,45 ccm auf die Bildung von Peptidcarboxylen 
zuruckzuführen sind. 

Bei der Hydrolyse der doppelten Menge Casein unter den nämlichen Versuchsbedingungen 
konnten wr nach Verlauf von 2 Vj Tagen eine krystallinische Abscheidtmg feststellen, die sich durch 
die mikroskopische Untersuchung und den positiven Ausfall der Millonschen Reaktion als Tyrosin 
identifizieren Ueß; ihre Menge erfuhr nach einem weiteren Tage noch eine deutliclie Zunahme. 

Dem Japatiausschuß der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
für die zur Verfügung gestellten Mittel zu Dank verpflichtet. 

^ Chem. Ber. Bd. 54, S, 2988, und zwar S. 2991 [1921] [Abh, ii). 
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III. ZUR KENNTNIS DER SPONTANEN AKTIVIERUNG DES TRYPSINS. 

Von Ernst Waldschmidt-Leitz und Anna Harteneck. 

Vierte Mitteilung^ zur Spezifität tierischer Proteasen. 

(Aus dem Chemischen Iraboratoriiun der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 6. September 1925.) 

Über eine spontane Aktivierung des Trypsins in der Pankreasdrüse und in ihren 
Auszügen ist zuerst im Jahre 1875 von R. Heidenhain ^ berichtet worden; man hat 
diese Erscheinung, die man auch bei der Aufbewahrung pankreatischer .Sekrete be- 
obachtete und die man von der Wirkung der Enterokinase unterschied, zumeist mit 
der Einwirkung von Bakterien oder von in der Drüse vorhandenen Kalksalzen und auch 
mit der Annahme einer enzymatischen Umwandlung des Trypsins aus einer Zymogen- 
form zu erklären versucht, ln einer Untersuchung des einen von uns ,,Über Entero- 
kinase und die tryptische Wirkung der Pankreasdrüse“ 3 ließ sich indessen der Nach- 
weis führen, ,,daß es sich .hierbei um die Bildung eines Aktivators aus der Drüsen- 
substanz handelt, der in seinem Verhalten“, z. B. in seinem Adsorptionsverhalten, ,,mit 
der Enterokinase weitgehend übereinstimmt“. Es war nämlich gelungen, spontan akti- 
viertem Trypsin auf dieselbe Weise, wie es bei der Verbindung von Trypsin und Entero- 
kinase durchgeführt war, durch Adsorption mittels Tonerde, einen Teil des [222] Akti- 
vators zu entziehen und es wiederum in inaktiver Form zu erhalten, während der Akti- 
vator in der Elution der Tonerdeadsorbate nachweisbar war. 

Die Annahme, „daß dieser bei Zersetzungsvorgängen aus der Drüse entstehende 
Aktivator identisch ist mit der Enterokmase“^), war mit der Erkenntnis übereinstim- 
mender Adsorptionsaffinitäten und mit der qualitativen Beschreibung seiner Eignung 
als Aktivator des Trypsins noch nicht als bewiesen zu betrachten. Obgleich es sich 
in einer späteren Untersuchung ergeben hattet), daß die Bildung eines Trypsinaktiva- 

" Frühere Mitteilungen: Chem. Ber, Bd. 58, S. 1356 [1925]; Diese Zs. Bd. 147. S. 286 [1925]» 
sowie die vorausgehende Abliaudluug. 

* Pflügers Arch. Bd. 10, S. 557, und zwar S. 587 [1875]. 

3 E. WAEDSCHMinT-ERnz. Diese Zs. Bd. 132, S. 181, und zwar S. 19 1 [1923/24] 92). 

A. a. 0 . 

*) E. Waedschmidt-Leitz. Diese Zs. Bd. 142, S. 217, und zwar S. 222 [1924/25] {Abh. 99). 
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tors als spezifisch für die Pankreasdrüse zu gelten hat und daß sie bei der Autolyse 
anderer Organe nicht beobachtet wird, war die angenommene Identität der beiden Akti- 
vatoren mit dem quantitativen Vergleich ihrer Äktivierungsleistung zu belegen, die 
bis heute das einzige bekannte, charakteristischeMerkmal derKnterokinase geblieben ist. 

Die exakte Bestimmung der Äktivierungsleistung wird für den aus der Drüse ge- 
bildeten Stoff durch den Umstand erschwert, daß sich sein Verhältnis zu dem tryp- 
tischen Enzym ohne eine quantitative Trennung nicht beliebig wählen und verändern 
läßt und daß zugleich mit seiner Freilegung aus der Drüsensubstanz, wie in der an- 
geführten Untersuchung belegt wurdet die Bildung von Hemmungsstoffen einhergeht, 
,,die, etwa durch Addition an die Kinase älmlich dem Glycerin oder dem Glykol, deren 
Wirkung zu beeinträchtigen vermögen". Für die präparative Aufgabe, eine Abtrennung 
dieser Hemmungskörper, deren Bildung auf die Wirkung des aktivierten Trypsins 
selbst zurückzuführen sein wird, sowohl vom Enzym wie von dem Aktivator zu er- 
reichen, bieten sich in ihrer anal3d:ischen Bestimmbarkeit keine ausreichenden Stütz- 
punkte. Die Möglichkeit einer quantitativen Kennzeichnung des Aktiv ators und seines 
Vergleichs mit der Knterokinase war nur gegeben, wenn es gelang, ihn vor beginnender 
Freilegung, also in Form seiner [223] Vorstufe, der ,, Prokinase", von dem tryptischen 
Enzym zu trennen. 

Eine solche Handhabe bot sich in der Anwendung des Verfahrens der fraktionierten 
Adsorption mittels Tonerde, und zwar bei saurer Reaktion, mittels dessen die Zerlegung 
des Trypsin- Kinasekomplexes gelungen war^) und das, unter ähnlichen Versuchs- 
bedingungen, auch zu einer Trennung des Trypsins von dem ereptischen Drüsenenzym 
geführt hat 2); die wenig ausgeprägten Adsorptionsaffinitäten des Trypsins zu dem ver- 
wendeten Adsorbens hatten bewirkt, daß das Enzym in beiden Fällen zum größten 
Teil in den Mutterlaugen der Adsorption verblieben war. Bei der Anwendung dieses 
Verfahrens für die Zwecke der Trennung von Trypsin und ,, Prokinase" hat es sich er- 
geben, daß in der trypsinhaltigen Adsorptionsmutterlauge, zum Beispiel wenn sie vom 
Erepsin befreit ist, die Erscheinung der spontanen Aktivierung, welche vor der Ad- 
sorption beobachtet wird, nun nicht mehr eintritt ; sie kehrt indessen wieder, wenn man 
die aus dem Adsorbate bereitete, erepsinhaltige Elution mit dem Trypsin der Rest- 
lösung vereint aufbewahrt. Und weiter hat sich der Nachweis führen lassen, daß die 
Bildung des Aktivators in den beschriebenen Elutionen unabhängig von der Gegen- 
wart des Trypsins sich vollzieht, sie enthalten nach einer gewissen Dauer der Auf- 
bewahrung den fertigen Aktivator. 

Die Bestimmung des Leistungsvermögens an der so erhaltenen trypsinfreien 
Lösung des Aktivators hat zu dem Ergebnis geführt, daß seine Leistung mit der der 
Enterokiiiase aus Darnischleimhaut, und zwar unter den für diese optimalen Be- 
dingungen, hinsichtlich der erreichbaren HÖchstaktivierung übereinstimmt; er ist also 

3 Diese Zs, IM. 132, S. 181, und zwar S. 223 [1923/24], 

q A. a. 0 ., und zwar S. 235 [1923/24], 

q E.Waedschmidt-Leitz und A. Harteneck. Diese Zs, Bd. 147, S. 286, und zwar S. 301 
[1925] { Abh . 109 ), 



Zur spontanen Aktivierung des Trypsins. 


1489 


identisch mit Enterokinase. Es ist noch nicht untersucht, ob die Bildung der 
Enterokinase aus ihrer Vorstufe, die allmählich erfolgt und die man als einen enzy- 
matischen Vorgang anzusehen hat, wie es w^ahrscheinlicli ist, auf die Einwirkung des 
Erepsins, mit dem ja [224] die ,, Prokinase" vergesellschaftet bleibt, oder aber auf die 
eines anderen Drüsenenzyms zurückzuführen ist; aber es ist zu erwarten, daß die 
nähere Untersuchung der Kinasebildung wichtige Rückschlüsse erlauben wird auf die 
Natur des Aktivators selbst. 

Der erbrachte Nachweis der Bildung von Enterokinase aus der Pankreasdrüse 
selbst führt zusammen mit der in der vorausgehenden Abhandlung angeführten Identi- 
fizierung des pankreatischen mit dem Darmerepsin zu bemerkenswerten physiolo- 
gischen Schlußfolgerungen. Die Tatsache scheint schwer verständlich, daß der 
tierische Organismus in den Darm mittels zweier gesondert ausgebildeter Sekrete 
zugleich, durch das pankreatische und durch das intestinale, jeweils die nämlichen 
Bestandteile, Erepsin und Enterokinase, entsenden sollte, aber den Aktivator im einen 
Falle nur in unfertiger Form. Sie gewinnt an Anschaulichkeit, wenn man berücksich- 
tigt, daß die Pankreasdrüse entwicklungsgeschichtlich aus der Darnischleimhaut hervor- 
gegangen ist. Man hat einmal mit der Möglichkeit zu rechnen, daß die Sekretion von 
Erepsin wie von Enterokinase bzw. einer Vorstufe derselben durch das Pankreas als 
eine atavistische Erscheinung aufzufassen ist, wenn man nämlich eine Teilung der 
enzymbildenden Funktionen nach erfolgter Abtrennung der pankreatischen Drüsen- 
zellen zwischen diesen und den Zellen der Daxmschleimhaut voraussetzt; mit dieser 
Vorstellung ist indessen die Gegenwart einer Vorstufe des Aktivators in der Pan- 
kreasdrüse und deren Sekretion nicht zwanglos vereinbar. 

Es ist jedoch viel wahrscheinlicher, daß mit der Absonderung des pankreatischen 
Gewebes von der Darmschleimhaut das erste re die gesamte Bildung enzymatischer 
Stoffe und ihre Sekretion übernommen hat und daß der Befund von Erepsin wie von 
Enterokinase in dem Sekrete der Schleimhaut auf einer sekundären Anhäufung dieser 
Stoffe in ihren Drüsenzellen beruht. Man gewinnt eine Vorstellung von dem Vorgang 
der Trypsinaktivierung im tierischen Organismus und eine Erklärung für die An- 
wesenheit der Enterokinase und des Erepsins in dem Darmsekrete, wenn man an- 
nimmt, daß die [225] Pankreasdrüse, die ja das Trypsin zum Schutze gegen die Selbst- 
auflösung in nicht aktivierter Form ausbildet, mit diesem zugleich die gesamte, zu 
seiner Aktivierung notige Menge der Enterokinase in unfertigem Zustand an das Sekret 
abgibt. Die Umwandlung der Aktivatoistufe in das fertige Produkt würde sich dann 
unter Mitwirkung des ereptischen Enzyms nach adsorptiver Aufnahme beider in den 
Zellen der Darmschleimhaut vollziehen und die beiden Stoffe, Erepsin und Enterokinase, 
die sich in der Schleimhaut angehäuft finden, könnten sie wiederum als Sekretionsprodukt 
verlassen, wenngleich sie ihre eigentliche Entstehung der Pankreasdrüse verdankten. 

Es lassen sich der ph3'siologischen Literatur manche Anhaltspunkte für diese 
Vorstellung entnehmen. So ist W. Sawitsch ‘ auf Grund einer eingehenden Unter- 

^ Soc. des Med. russes St. Fetersbourg 1900/01. 
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suchung zu der Feststellung gelangt, daß die Sekretion der Knterokinase durch die 
Dannschleimhaut von der Zufuhr pankreatischen Sekretes, und zwar des frischen, 
nicht des gekochten, zum Darm sich als abhängig erweist; bleibt diese aus, so findet 
man nach einiger Zeit ini Dannsekrete keine Kinase mehr. Auch FoA ^ berichtet über 
das Fehlen von Kinase im Sekrete isolierter Darmabschnitte; und die Untersuchungen 
von K. Glaessner und A. Stäuber 3 haben für das Erepsin die Folgerung erhoben, 
daß nach der Absperrung des pankreatischen Sekretes und nach Paraffininjektion in 
den Ausführungsgang der Drüse die Absonderung von Erepsin durch die Darmschleim- 
haut zum Stillstand komme, w^enn auch ihre Messungen für dieses Enzym nicht mehr 
als einwandfrei gelten können. 

Die Frage, „ob die Enterokinase bzw. ihr Stammkörper nur im Pankreas oder aber 
auch in den Drüsen der Darmschleimhaut gebildet werden kann‘‘^ — und die gleiche 
Frage gilt für das ereptische Enzym — , läßt sich noch nicht mit [226] Sicherheit 
beantworten; aber die entwickelten Vorstellungen, die den neuen Erkenntnissen über 
die Identität des Erepsins und über die Bilduiigsweise des Aktivators entspringen, 
mögen als Arbeitshypothesen für künftige Untersuchungen Geltung besitzen. 

Versuche. 

I. Trennung von Trypsin und „Prokinas e''. 

Die spontane Aktivierung des Trypsins, die man beispielsweise in den wäßrigen 
oder den Glycerinauszügen der kinasefreien, frisch getrockneten Pankreasdrüsen be- 
obachtet, ist gekennzeichnet durch einen allmählichen Verlauf; sie wird in den mit 
Wasser verdünnten Glycerinlösungen erst nach etwa 2 bis 3 Tagen deutlich, während 
rein wäßrige Drüsenextrakte, wie eine frühere Mitteilung belegt hat^), schon nach weni- 
gen Stunden Aktivität erlangen; die Bildung der Kinase wird nämhch durch Glycerin 
gehemmt. Man verfolgt sie zweckmäßig an einem Substrate, das, wie z. B. Gelatine 
oder auch Casein, von dem nicht aktivierten Enzym nicht gespalten wird; so führen 
wir im nachstehenden Versuch i ein charakteristisches Beispiel für die spontane Akti- 
vierung von Glycerinauszug an, dessen analytische Belege nach der in der zweiten 
Mitteilung^) dieser Reihe für die Bestimmung der tryptischen Wirkung angegebenen 
Methode erhalten wurden. 

Versuch i. 20 ccui Glyceriiiauszug (aus Pankreasprobe XXVIII) (0,35 ccni : 0,65 ccm 
o,2n-K0H: 0,74 T.-(e.)) wurden mit 50 ccm Wasser verd ünn t und unter Toluol bei Zimmer- 
temperatur sich selbst überlaSvSen. 2,20 ccm der lyösung prüfte man auf ihren Aktivierungsgrad 
a) sofort, b) nach 3, c) nach 4 Tagen; er entsprach einer Aciditätszunahme von a) 0,00, b) 0,18, 
c) 0,27 ccm 0,2 n-KOH. 

Die Trennung des Trypsins von der in dem Drüsemnaterial und in seinen Aus- 
zügen mit ihm vergesellschafteten Vorstufe des Aktivators erreichen wir durch mehr- 

* Arch. di Fis. Bd, 5, S. i [1908]; Biochem. Zbl Bd. 7, S. 2332 [1908]. 

5 Biochem. Zs. Bd. 25, S. 204, und zwar S. 213 [1910]. 

^ Diese Zs. Bd. 132, S. 181, und zwar S. 192 [1923/24]. 

') A. a. 0 ., und zwar S. 218 [1923/24]. 

*) Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 291 [1925]. 
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malige Adsorption der verdünnten Extrakte bei saurer Reaktion, z. B. 4,7, 

mittels Tonerde (Sorte C^), und zwar nach dem in der zweiten [227] Mitteilung für die 
„Trennung von Trypsin und Erepsin" angeführten Verfahren*); man adsorbierte bis 
zur vollständigen Abtrennung des Erepsins, wie dort beschrieben, und eluierte die 
Adsorbate mit 0,04 n- Ammoniak. Es. erweist sich also, daß die Vorstufe des Akti- 
vators, die ,, Prokinase", durch das nämliche Adsorptionsverhaltcn gegenüber der Ton- 
erde gekennzeichnet ist wie der fertige Aktivator. Die Selb st akti vier ung, die in der 
Ausgangslösung beobachtet wird, bleibt, wie aus Tab. i ersichtlich, in der vom Erepsin 
befreiten Adsorptionsmutterlauge aus, während die Mischung aliquoter Teile dieser 
Enzymlösung und der aus dem Adsorbate gewonnenen Elution wiederum die ursprüng- 
liche Erscheinung spontaner Aktivierung ergibt. Die in der Tabelle verglichenen Lö- 
sungen entstammen zwei Versuchen: Nr. i und 2 enthielten in der Analysenprobe 
1,32 bzw. 0,81, Nr. 3 (vom 2. Versuch) 1,56 T.-(e,). Der Glyceringehalt der Lösungen 
war vergleichbar, er betrug 10 % ; auch brachte man die bei Zimmertemperatur und 
unter Toluol aufbewahrten Lösungen auf den gleichen Salzgehalt, sie entsprachen 
nämlich 0,01 n- Ammonacetat. 


Tabelle i. 

Spontane Aktivierung und Tonerdeadsorption. 
{Angaben bedeuten die Wirkung aliquoter Teile in ccni o,2n-K01I.) 




1 Bpobachtete Wirkung nach 

Xr. 

Eiizyinlösung 

0 i 

2 3 Tagen 

i ' 

I 

Glycerinauszug, verdünnt . . . 

1 

0,03 

0.19 ! 0,27 

2 

Adsorptionsrestlösung 

0,00 

! 0,02 1 0,01 

3 

1 Adsorptionsrestlösung -f Elution 

0,02 

1 — ! 041 


Mit dieser Erscheinung, daß das Trypsin in den Mutterlaugen der Tonerdeadsorp- 
tion keine Selbstaktivierung mehr erleidet, hängt zusammen, daß man in ihnen das 
Enzym viel beständiger findet als in den ursprünglichen Extrakten, obgleich es reiner 
ist. Die Haltbarkeit des nicht aktivierten Trypsins ist viel größer als die seiner Ver- 
bindung mit [228] Enterokinase. So findet man, wie aus Tab. 2 hervorgeht, den Enzym- 
gehalt der Adsorptionsrestlösungen tagelang fast unverändert, in manchen Fällen war 
sogar nach Wochen keine Aktivitätsabnahme nachweisbar; die ursprünglichen Auszüge 
dagegen, in denen die Aktivierung des Enzyms beginnt, weisen schon nach kurzem 
beträchtliche Enzymeinbußen auf; in dem Maße, wie die Kinasebildung sich voll- 
zieht, setzt die Zerstörung des tryptischen Enzyms ein. Nr. i und 2 der Tabelle ver- 
gleichen die Beständigkeit des Enzyms in den schon in Tab. i angeführten Lösungen 
bei Zimmertemperatur, Nr. 3 gibt zum Vergleiche die Veränderung des Enzymgehaltes 
einer Adsorptionsmutterlauge von anderer Darstellung bei 0 ° und der höheren Glyccrin- 
konzentration von 50% wieder. 


3 R. WirrsTÄTTER und H. Kraut, Chem. Ber. Bd. 56, S. in; [1923]- 
9 A, a. O., und zwar S. 301 {1925). 
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Tabelle 2, 

Beständigkeit des Trypsins und Tonerdeadsorptiou. 
(Angaben beziehen sich auf aliquote Teile der Lösungen.) 


Nr. 

Hnzymlösung 

Acid.-Zmv. (ccm o,2n-KOH) nach 
0 : I 1 2 3 

Tagen 

Enzymgehalt (T.'{e.)) nach 

0 1 I 1 3 I 3 

Tagen 

I 

Glycerinextrakt, verdünnt 

0,53 1 

— 

0,27 

0,11 

0,44 

— 

0,18 

0,07 

2 1 

Adsorptionsrestlösui^, daraus . . . 

o >39 1 

- ■ ' 

0.37 

0,34 

0,26 

— 1 

0,24 ' 

0,22 

3 i 

and. Darstell. 

0.44 ' 

0.43 ' 

0.44 


0.30 

0,29 

0,30 ! 

— 


2. Nachweis der Bn t e rokin ase. 

Die Untersuchung der im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen, vom Tr^^psin 
getrennten I^sung der ,, Prokinase“, die in der Elution aus den Tonerdeadsorbaten 
anfällt, hat ergeben, daß die Bildung des für die spontane Aktivierung verantwort- 
lichen Aktivators schon bei der Aufbewahrung dieser I^ösung selbst, mithin unabhängig 
von der Anwesenheit des Trypsins vor sich geht. Man findet den Vorgang der Akti- 
vatorbildung von ähnlicher Oschwindigkeit wie den der spontanen Aktivierung 
selbst, er wird nämlich, z. B, bei neutraler Reaktion, nach Verlauf von etwa zwei Tagen 
erkennbar und die Menge des Aktivators nimmt dann allmählich zu. Die Freilegung 
des [229] Aktivators ist als enzymatischer Prozeß anzusehen, dessen optimale Be- 
dingungen und dessen Reaktionsverlauf noch nicht untersucht sind; auch ist noch nicht 
erkannt, ob dem Erepsin oder aber einem anderen, in den Tonerdeelutionen ent- 
haltenen Enzym eine wesentliche Beteiligung an der Bildung des Aktivators zukommt. 

Wir belegen den Nachweis des Aktivators in den geprüften Uösungen, deren 
Trypsinfreiheit sichergestellt war, nachstehend durch zwei Beispiele; ein dritter Ver- 
such vergleicht die Geschwindigkeit der Aktivatorbildung in den Tonerdeelutionen 
bei neutraler und bei saurer Reaktion. Der Befund, daß im Gegensatz zu den für die 
Geschwindigkeit der spontanen Aktivierung geltenden Erfahrungen^ die Freilegung 
des Aktivators selbst in neutralem Medium viel rascher verläuft, läßt erkennen, daß 
die früher beobachteten Unterschiede hinsichtlich der Abhängigkeit der Selbstaktivie- 
rung vom durch eine verschiedene Beständigkeit des aktivierten Trypsins, die bei 
neutraler Reaktion viel größer ist, vorgetäuscht waren. Es wird zu prüfen sein, ob die 
nämlichen Umstände, die auf die Aktivatorbildung von Einfluß sind, sich auch gegen- 
über anderen Wirkungen des ercptiscben oder eines der übrigen, in den Elutionen noch 
enthaltenen Enzyme geltend machen. 

Versuch 2. 20 ccm einer ammoniakalischen, neutralisierten Elution aus Tonerdeadsorbat, 
welche das Erepsin, aber kein Trypsin enthielt (8,40 ccm; 0,00 ccm o,2n-KOH), verdünnte man 
mit 84 ccm HD zu einem Glyceringehalte von 4,5% nnd überließ sie bei Zimniertemperatur 
und unter Toluol sich selbst. 8,40 ccm der verdünnten Flution bewirkten nach istündiger Ein- 
wirkung auf 2,00 ccm der neutralisierten, das inaktive Trypsin enthaltenden Adsorptionsinutt er- 
lange (2,00 ccni a) ohne Aktivierung: ü,oü ccm o,2n-KOH, b) nach Aktivierung mit 0,30 ccm 
Enterokinase: Aciditätszunahme entspr. 1,84 T.-(e,) ), d. i. die äquivalente Menge, nach a) o, 
b) 3, c) 6 Tagen Aktivierung entsprechend einer Additatszimahme von a) 0,00, b) 0,42, c) 0,47 ccm 
o,2n-KOH, gemessen unter den Bedingiingen der Trypsinbestimmung. 


‘ E. WaedschmidT-Feitz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181, und zwar S. 222 [1923/24]. 
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Versuch 3. 20 ccm einer ebenso bereiteten, neutralisierten Tonerdeelution brachte man 
durch Verdünnen mit 80 can HjO auf einen Glyceringehalt von 4,5 %. Nach a) o-, b) 2-, c) 4 tägiger 
Aufbewahriu^ unter Toluol bei Zinunerteniperatur und i stündiger Einwirkung auf [230] i, 50 ccm 
trypsinhaltige Adsorptionsrestlösung (mit 1,26 T.-(e.) ), welche nicht aktiviert waren (1,50 ccm: 
0,00 can o,2n-KOH), bewirkten 10,0 ccm der verdünnten, trypsinfreien Elution Aktivierung 
entsprechend einer Aciditätszunahme von a) 0,00, b) 0,13 und c) 0,30 ccm o,2n-KOH (gemessen 
nach I stündiger Einwirkung auf Gelatine miter den üblichen Bedingungen). 

Versuch 4. 10 ccm einer anderen trypsinfreien Elution, mit 80 ccm HjO zum Glyceriii- 
gehalte von 2,3 % verdünnt, bewahrte man a) bei neutraler Reaktion, b) bei =: 3,8 (eingestellt 
durch Zusatz von 1,00 ccm n- Acetatpuffer) und bei Zinn 11er tanperatur unter Toluol auf; üire 
Aktivierungsleistung bei i stündiger Einwirkung auf 2,00 ccm inaktive Adsorptionsmutterlauge 
(0.72 T.-(e.) enth.) entsprach nach o bzw. 3 bzw. 4 Tagen einer Aciditätszunahme von a) 0,00 
bzw. 0,50 bzw. 0,68 imd b) ü,oo bzw. 0,16 bzw. 0,18 ccm o,2u-KOH (gemessen iiadi i stündiger 
Einwirkung auf Gelatine); die Bildung des Aktivators verlief also in neutralem Medium viel 
ra.sche r. 

Die Eeistung des gebildeten Aktivators für die Aktivierung des Trypsins, die man 
mit der der Enterokinase aus der Darmschleinihaut verglich, erweist seine Identität 
mit dieser; die beobachtete Höchstaktivierung des tryptischen Enzyms stimmt mit 
der durch Enterokinase erreichbaren, wie aus dem nachstehenden Versuch 5 ersichtlich 
ist, innerhalb der Fehlergrenzen überein. Es wird für die Kennzeichnung der aus der 
Drüse entstehenden Enterokinase und für die nähere Untersuchung ihrer Bildung 
von Bedeutung sein, ihre Menge und ihr Verhältnis zu der Trypsininenge in der Drüse 
durch das für die Enterokinase aufgestellte Maß genauer zu definieren und ihre Kon- 
zentration in der Drüse mit der in der Darmschleimhaut zu vergleichen. 

Versucli 5. 0,70 ccm einer gegenüber Gelatine inaktiven Mutterlauge der Tonerdeadsorption 
überließ man wälirend i Stunde bei 30° und bei neutraler Reaktion der Einwirkung von a) 22,0 ccm 
trypsinfreier Tonerdeelution (aus Versuch 4a), welche 4 Tage sich selbst überlassen war, b) 0,30 ccm 
Enter okinaselösung aus Darmschleimhaut, viel mehr, als zu voller Aktivierung erforderHch ; die 
dann unter den Bedingungen der Trypsinbestimmimg gemessene Aktivität entsprach einer 
Aciditätszunalime von a) 0,30, b) 0,35 ccm o.zn-KOH, d. i. 0,20 bzw. 0,24 T.-(e.) in der Analysen- 
prohe, sie stimmte also innerhalb der Fehlergrenzen überein. 

Dem Japanausschuß der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir für die erwiesene Unterstützung. 
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II 2. ZUR KENNTNIS DES DARMEREPSINS, 

Von Ernst Waldschmidt- Leitz und Anton Schaffner. 

Fünfte Mitteilung zur Spezifität tierischer ProteasenC 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der WiSvSenschaften in München,) 
Mit I Abbildung iiii Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 4, November 1925.) 

Theoretischer Teil. 

Das wichtige und oft untersuchte, zuerst von 0 . Cohnhkim^ im Jahre 1901 
beschriebene Brepsin der Darmschleimhaut hat als der einfachste Vertreter tierischer 
Proteasen zu gelten, als eine der wenigen, deren Wirkung sich auf Substrate bekannter 
Konstitution beziehen läßt ; es ist zu erwarten, daß diesem Enzym, dessen spezifische 
Wirkungen am leichtesten zu beschreiben und abzugrenzen sind, bei der Erkennung und 
Eösung struktureller Fragen in der Proteinchemie eine hervorragende Rolle zufallen 
wird. Schon die grundlegenden Beobachtungen von Cohnheim ließen erkennen, daß 
das Erepsin die Aufspaltung der niedrigeren Eiweißabbauprodukte, der Peptide, in 
die einfachsten Bausteine, die Aminosäuren, vollzieht. Seine besondere Existenz wurde 
des Öfteren angezweifelt und seine Wirkungen sind nicht sicher genug von denen 
des [32] pankreatischen Trypsins unterschieden worden, zumal man für die Pankreas- 
drüse und ihre Sekrete vielfach die nämlichen enzymatischen Wirkungen wahmahm. 
Später schrieb man diese einem besonderen ereptischen Enzym in der Drüse zu. 

Die Unterscheidung der Literatur^) zwischen den spezifischen Substraten des Pan- 
kreastrypsins und des Pankreaserepsins, die man auf Grund der jeweiligen Aktivierbar- 
keit ihrer Spaltung durch den Trypsinaktivator Enterokinase vomahm, ist in voraus- 
gehenden Abhandlungen 3) mit der Trennung der beiden Enzyme und mit der Kenn- 
zeichnung ihrer Einzelwirkungen widerlegt und richtiggestellt worden. Aber auch 

• ^ Frühere Mitteilungen: Chem. Ber. Bd. 58, S. 1356 [1925]; Diese Zs. Bd. 147, S. 286 [1925]; 
Bd. 149, S. 203 u. 221 [1925]. 

’ Diese Zs. Bd. 33, S. 451 [1901]. 

*) Vgl, G. ScHAEFFER Und B. Terroine, Jl. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12 , S. 905 [1910] 
Diese Zs. Bd. 147, S. 286 [1925]; Bd. 149, S, 203 [1925]. 
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die Angaben der Literatur über die besonderen Wirkungen des Darmerepsins, das man, 
z. B. in seinen Auszügen aus der Schleimhaut, als proteolytisch' einheitlich ansah, haben 
sich als unzuverlässig erwiesen. 

Wenn die Forschung unter den spezifischen vSubstraten des Darmerepsins die mei- 
sten synthetischen Polypeptide sowie die Peptone^ und ferner Protaonine*^, HistoneS 
und Casein^ zusanimenfaßte, so ergaben sich aus dieser Zusammenstellung gewisse 
Hinweise auf gemeinsame strukturelle Besonderheiten dieser Körper; so hat man 
beispielsweise die Peptone der Pepsinverdauung als ein Gemisch von Polypeptiden 
angesehen oder man glaubte der Struktur der Protamine als einfacher gebauter Pro- 
teine polypeptidähnlichen Charakter zusprechen zu können. Die angeführten Be- 
obachtungen über die Spaltung von Pepton und gewissen Proteinen durch Krepsin 
haben sich indessen als unzutreffend erwiesen, sie sind nämlich auf die [33] Uneinheit- 
lichkeit der angewandten Enzympräparate zurückzuführen. Die Lösungen des erep- 
tischen Enzyms, die man aus der Darmschleimhaut gewinnt, enthalten stets wechselnde, 
w^nn auch oft geringe Beimengungen von pankreatischem Trypsin, dessen Gegenwart 
eine Angreifbarkeit besonders leicht spaltbarer Substrate durch das Erepsin selbst 
vorzutäuschen vermag. Die vorliegende Untersuchung, die das Erepsin hinsichtlich 
seiner Bestimmung, seiner Eigenschaften und seiner spezifischen Wirkungen beschreibt, 
gibt ein Verfahren der Darstellung des trypsinfreien, proteolytisch einheitlichen En- 
zyms, ein Verfahren, das die von Iv Wai,dschmidt-Leitz und A. Harteneck*) mit- 
geteilte Trennung von Paiikreastrypsin und Pankreaserepsin zum Vorbilde nimmt 
und das wie diese auf der Anwendung der fraktionierten Adsorption mittels Tonerde 
beruht; das Verhalten des Darmerepsiiis gegenüber diesem Adsorbens stimmt näm- 
lich mit dem des Pankreaserepsiiis überein. 

Es hat sich ergeben, daß das enzymatisch einheitliche Erepsin spezifisch auf 
die Hydrolyse gewöhnlicher Peptide und nur auf diese eingestellt ist; 
weder ein Pepton der Pepsinverdauung noch ein Protamin oder Histon noch irgend ein 
anderes Protein wird durch das reine Enzym gespalten, die Aussagen der Literatur 
über die Angreifbarkeit solcher Substrate sind auf beigemengtes Trypsin zu beziehen. 
Als spezifische vSubs träte zum Nachweis und zur Bestimmung des Erepsins wird man 
entgegen vielen in der Literatur empfohlenen Verfahren^) nur einfache Peptide, z. B. 
Di- oder Tripeptide, anwenden dürfen. 

Wir veranschaulichen dieEigebnisse unserer Versuche über die Spezifität des Darm- 
erepsins qualitativ in nachstehender Tab. i, welche sie mit der von Waedschmidt- 

3 Vgl. O. CoHXHRiM, a. a. 0 .; J. WoHr(;KMuTH, Grundriß der Ferinentmethoden, Berlin 
1913, S, 199 ff. 

^ Vgl. O. Cohnheim, Diese Zs. Bd. 35, S. 134 [1902]; F. Rogozinski, ebenda B. 79, S. 398, 
undiswarS. 413 [1912] ;A. CeEMENTI, Biochem. Zs. Bd. 136, S. 71 [1922/23]. 

5 Vgl. O. CüHNHEiM, a. a. O. 

^ Vgl. 0 . Cohnheim, a. a. 0 . ; A. Ceementi, a. a. 0 , ; siehe dagegen E. He:don und L. Hädon, 
Soc. Biol. Bd, 88, S. 1062 [1923]. 

Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 301 [1925] (AbJi. log). 

Vgl. J. WohlgemuTh, Grundriß der Femientmethoden, Berlin 1913, S. 192 ff. 
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Eeitz und Harteneck untersuchten Spezifität des Pankreaserepsins und des Pankreas- 
trypsins zu vergleichen gestattet. 

[34] Tabelle i. 

Spezifität von Darmerepsin, Faiikreaserepsiii und Pankreastrypsin. 
(Angaben bedeuten: — ^ keine nachweisbare, -b = positive Hydrolyse.) 


Nr. : Substrat 

Darm- 

erepsiii 

Enzym 

Pankreas- pankreas- 

1 erepsiu 1 trypsin (akt.) 

I 

Alanyl-glyciti 

■i' 


2 

Glycyl-tyrosin 

•f 

; 4 . ; _ 

3 

Glycybglycin 

-f 

T- — • 

4 

Eeucyl-glyciii 

4 - 

i ..L _ 

5 

Eeucyl-alanin 

-f 

-f — 

6 

Pepton (ex albumine, Merck) . 


; — - 1 - 

7 

Clupein ^ 

— 

j _ J- 

8 

Thymushiston 1 


: — -i' 

9 

Ca.sein 1 

— 

; — 4 - 

IO 

' Fibrin 

— 

' — 

II 

Gelatine 

— 

; — 4 - 

12 

! Gliadin 

- 

— -i 

13 

! Zein ' 

•- 

i ; - 

14 

j Eieralbuiniti 

— 

i _ ..t. 

15 

! Ricinus-globulin 

— 

! — - 


Der quahtative Vergleich der Spezifität des intestinalen und des pankreatischen 
Erepsins, den die Tabelle wiedergibt, beläßt für eine Verschiedenheit der beiden En- 
zyme, wie sie auf Grund der älteren Angaben von E. Fischer und E. Abderhaeden^ 
,,Über das Verhalten verschiedener Polypeptide gegen Pankreassaft" anzunehmen 
war, keine Stütze; aber auch die quantitativen Belege, die im experimentellen Teil 
dieser Abhandlung für die Reihenfolge der Spaltbarkeit der verschiedenen Peptide 
und für das Verhältnis der jeweiligen Reaktionsgeschwindigkeiten angeführt werden, 
bieten keine Anhaltspunkte für eine solche Annahme, wenn sie auch noch durch den 
exakten Affinitätsvergleich zu ergänzen sein werden. Es kommt hinzu, daß sowohl 
das Adsorptionsverhalten der beiden Enzyme gegenüber Tonerde, wie schon erwähnt, 
wie auch die Abhängigkeit ihrer Aktivität von der Wasserstoffzahl, [35] die bereits 
in der zweiten Mitteilung dieser Reihe^) beschrieben wurde und die hier erneut belegt 
werden soll, übereinstimmend gefunden wird. Es ist daraus zu folgern, daß für eine 
Verschiedenheit der beiden Enzyme, des Darmerepsins und des Pan- 
kreaserepsins, nun keine Anhaltspunkte mehr vorliegen, daß sie vielmehr 
als identisch zu betrachten sind. An diese Schlußfolgerungen haben E. Waedschmidt- 
Leitz und A. Harteneck^) eine weitergehende physiologische Fragestellung geknüpft 
und erörtert; es ist nämlich damit zu rechnen, daß die primäre Bildung audi des 
Darmerepsins sich in der Pankreasdrüse vollzieht, und daß seine Absonderung durch 


* Diese Zs, Bd. 46, S. 52 [1905]. 

q Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S, 307 [1925]. 

q Vierte Mitteilung, Diese Zs. Bd, 149, S. 221 [1925] [Ahh. iii). 
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die Darmschleimliaut auf eine sekundäre Anhäufung in deren Drüsenzellen zurück- 
zuführen ist. 

Der Vergleich der spezifischen Wirkungen von Erepsin und von Trypsin anderer- 
seits, den die Tabelle V’^eranschaulicht, läßt erkennen, daß sie schärfer, als man bisher 
annahm, voneinander zu unterscheiden sind. Die Hinweise, die sich aus dieser 
Gegenüberstellung auf strukturelle Besonderheiten der spezifischen Substrate des Tryp- 
sins ergeben und die bereits in der dritten Mitteilung dieser Reihe erörtert worden sind, 
erlauben die Feststellung, daß die beispielsweise in den Peptonen der Pepsinverdauung, 
in den Protaminen und Histonen oder in anderen geprüften Proteinen vorhegenden 
strukturellen Gruppierungen vom Typus der für Erepsin spezifischen einfachen Peptid- 
bindungen verscliieden sein werden. Es ist noch nicht sicher zu beurteilen, ob die spezi- 
fische Wirkung des Trypsins sich auf die Abspaltung gewisser besonderer Protein- 
bausteine bezieht, vergleichbar etwa der streng ausgeprägten vSpezifität von Erepsin 
und Histozym, oder ob sie sich erst gegenüber einer bestimmten Länge der Peptidkette 
oder gegenüber besonderen cyclischen Strukturen geltend macht. Die weitere Unter- 
suchung der Spezifität von Trypsin wird sich ferner mit der Tatsache auseinander- 
zusetzen haben, daß, wie früher belegt wurde, auch das Trypsin erhebliche Mengen 
[36] freier Aminosäuren abspaltet. Mit der Annahme einfacher oder polymerer Di- 
ketopiperazine als Bausteine der Proteine, die vor allem durch R. 0. Herzog * sowie 
durch E. AbdERHAEDEn^ vertreten und in neuerer Zeit auch von M. Bergmann 3 
nabegelegt worden ist, ist dieser Befund nur schwer vereinbar ; denn auch mit der An- 
nahme eines Übergangs solclier polymerer Anhydride in höhere Peptide, etwa in Tetra- 
peptide, wie er von Bergmann experimentell verwirklicht und als ein Teilvorgang 
des enzymatischen Abbaus diskutiert wurde, ergäbe sich bei der Resistenz einfacher 
Peptide gegenüber Trypsin keine Beziehung zu der beobachteten Freilegung von Amino- 
säuren. Die Frage nach den für Trypsin charakteristischen Strukturen ist noch nicht 
zu beantworten; aber es ist zu erwarten, daß die Isolierung seiner spezifischen, noch 
nicht erkannten Reaktionsprodukte wichtige Beiträge zur Konstitution der Proteine 
erbringen wird. 


Experimenteller Teil. 

L Bestimmung des Erepsins. 

I. ZurMcssungderEnzymwirkung. 

Für die Messung der Wirkung proteolytischer Enzyme, beispielsweise des Trypsins 
oder des Papains, hat sich das Verfahren der alkalimetrischen Titration der freigelegten 
Carboxyle in alkoholischer Lösung nach R. WiEESTÄrrER und E. Waedschmidt- 
Leitz^ bewährt. Für die Bestimmung des Erepsins^ ergeben sich jedoch aus der un- 

* Naturwiss. Bd. ii. S. 172 [1923]. - Naturwiss. Bd. 12, S. 716 [1924]. 

3 M. Bergmann, Naturwiss. Bd. 13, S. 799 [1925]; M. Bergmann, A, Miekeeey und 
E. Kann, Liebigs Anii. d. Chem. Bd. 445, S. 17 [1925]. 

Oiem. Ber. Bd. 54, S. 29SS [1921] {Abh. ii). 
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abgeänderten Übertragung dieses Verfahrens, der Titration z. B. in goproz. Äthylalko- 
hol, gewisse Störungen, die sich aus der Notwendigkeit herleiten, zur Einstellung und 
Aufrediterhaltung der für die Enzymwirkung günstigen Wasserstoffzahl Phosphat- 
mischungen stärkerer [37] Konzentration anzuwenden; ihre Schwerlöslichkeit in dem 
angewandten Solvens beeinträchtigt nätnhch die Genauigkeit der Titration. Es hat 
sich daher für die Messung des Erepsins als zweckmäßig erwiesen, die Enzymwirkung, 
die in der Zunahme der Acidität zum Ausdruck kommt, unter Anwendung von Methyl- 
alkohol, und zwar bei einem Gehalte von 80 bis 85%, alkalimetrisch zu bestimmen; 
bei dieser Konzentration an Methylalkohol, bei der unter unseren Versuchsbedingungen 
keine Ausfällung phosphorsauren Salzes wahrgenommen wird, lassen sich bei An- 
wendung von Thymolphthalein als Indicator die Carboxyle von Aminosäuren und Pep- 
tiden, wie nachstehende Beispiele erweisen, ebenfalls vollständig titrieren. 

Alkalimctrische Bestimmung von Aminosäure und Peptid 
in Soproz. Methylalkohol. 

a) Glykokoll, 0,2000 g GlykokoU löste man in 20 ccm H^O; nacli Zusatz von 80 cciii Methyl- 
alkohol -f- 1,0 ccm o,5proz. alkoholischer kösung von Thymolphthalein erforderten sie 13,38 ccm 
o,2n, poproz. alkoholischer I^auge statt her, 13,15 ccm. 

b) Glycyl-glycin. 0,0800 g Glycyl-glydn, in 20 ccm HaO + ^0 ccm Methylalkohol gelöst, 
titrierte man nach Zusatz von 1,0 ccm o,5proz. Thymolphthalein; sie verbrauchten 3,12 ccm 
o,2n-K0H {und ebensoviel in poproz. äthylalkoholischer Lösui^) statt ber. 3,03 ccm. 

2. Abhängigkeit von der Wasserstoffzahl. 

Bas ^H-Optimum des Barmerepsins haben P. Rona und F. Arnheim k w^enn 
auch an einem ungeeigneten, nicht für dieses Enzym spezifischen Substrate, sowie 
K. G. Bernby^ an einem einfachen Peptid, Glycyl-glycin, zu 7,8 gefunden; Bernby 
hat auch auf die große Abhängigkeit der enzymatischen Aktivität von der Wasser- 
stoffzahl sowie auf die Änderungen der Acidität unter dem Einfluß der enzymatischen 
Reaktionsprodukte aufmerksam gemacht. Seine Angaben haben sich in unseren 
Versuchen bestätigt. Ber starke Einfluß der Acidität auf die Wirksamkeit des Enzyms 
macht es erforderlich, seine [38] Messungen entweder auf den ersten Bereich der Hydro- 
lyse zu beschränken oder aber die Einhaltung konstanter Wasserstoff zahl durch An- 
wendung größerer Puffennengen zu sichern. Bas Optimum der Wirkung fand man, 
wie aus Tab. 2 hervorgeht, für die Spaltung zweier untersuchter Bipeptide, von Glycyl- 
glycin wie von Eeucyl-glycin, übereinstimmend und scharf bei — 7,8. 

Zu den in der Tabelle angeführten Versuchen verwandte man je 0,66 ccm Glycerin- 
anszug aus Barnischleimhaut, auf 2,0 ccm mit Wasser verdünnt, 0,001 Mol Peptid 
sowie 5,0 ccm 0,2 mol.-Phosphatpuffer von Biit wechselnden Mengen 

o,2n-NaOH, bzw. HCl in einem Gesamtvolumen von 10,0 ccm, die BevStimmung der 
Wasserstoffzahl erfolgte mittels der Indicatorenniethode. 

Die für Barmetepsin optimale Wasserstoff zahl fällt mit der von E. Waedschmidt- 
Eeitz und A. Harteneck für das pankreatische Enzym ermittelten zusamrägn; auch 

^ Biochem. Zs. Bd. 57, S. 84 [1913]. Biocheni. Zs. Bd. 81, S. lo; [1916/17]. 

Biese Zs.*Bd. 147, S. 286, und zwar S. 308 [1925]. 
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Tabelle 2 . 

^H-Abhängigkeit des Dariuerepsins. 

{i Stunde; 30°; Angaben bedeuten Aciditätszuwaclis in ccm 0,211-KOH.) 


Ph 

Substrat 

Glycyl-glyctu j Leucyl-glyciii 

5.0 

0,00 1 — 

6,0 

0,25 j — 

6,6 

1 ,45 ' — 

6,8 

— 143 

7.0 

L 95 ! — 

7.4 

— 2,25 

7,6 

2,10 

7,8 

-.25 2,43 

8,0 

2,20 

8,2 

1-55 — 


läßt der [39] Verlauf der Aktivitäts-;^^- Kurve, wie aus nachstehender Abbildung er- 
sichtlich, keine deutlichen Unterschiede zwischen den beiden Enzymen erkennen. 



Aktivitäts-/>H -Kurve von Darm- und l^ankroaserepsiii. 

3. Zur Kinetik. 

Der Reaktionsverlauf enzymatischer Peptidspaltungen ist schon öfters, aber mit 
wechselnden Ergebnissen beschrieben worden. Während die Untersuchungen von 
H. V,, Eulern sowie von K. G. Dernby^ über die Hydrolyse von Glycyl-glydn durch 
tierisches Erepsin zur Aufstellung monomolekularer Reaktionsgleichungen führten, 
geben E. Abderhalden und A. Fodor^ an, daß der zeitliche Verlauf der Peptidhydro- 
lyse durch pflanzliches Enzym, aus Hefepreßsaft, in hohem Maße von der Wasser- 
stoffzahl abhänge; die älteren Ergebnisse von E. Abderhalden und T^. Michaelis'^ 
über die Hydrolyse durch Hefeenz^^m, nach welchen der Reaktions verlauf durch die 
Summe einer logarithmischen und einer linearen Funktion des Umsatzes ausgedrückt 
wird, sowie die neueren Aussagen von Dernby über [40] die Giltigkeit der Gleichung 
erster Ordnung auch für pflanzliches Enzym erscheinen danach nur als vSpezialfälle. 
Dieses Verhalten erinnert an die bei dem rohrzuckerspaltenden Enzym der Hefe be- 
obachteten Erscheinnngen wechselnder Kinetik, deren Abhängigkeit von der Acidität 

' Diese Zs. Bd. 51, S. 213 [1907]. ’ Biochera. Zs. Bd. 81, S. 107 [1916/17]. 

3 Fermentforschung Bd. i, S. 533, und zwar S. 549 [1916]. 

4 Diese Zs. Bd. 52, vS. 326 [1907]. 
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durch R. Wieestätter, J. Graser und R. Kuhn^ beschrieben worden ist. Der Ein- 
fluß der Wasserstoffzahl scheint bei dem peptidspaltenden Enzym noch ausgeprägter 
zu sein; er gilt indessen nicht für die Wirkung des tierischen Enzyms. Die Ergebnisse 
unserer Versuche bestätigen die Angaben von v. Eueer und von Dernby über die 
Giltigkeit der Reaktionsgleichung erster Ordnung, und zwar für die Hydrolyse von 
Eeucyl'glycin durch Darmerepsin, und sie erweitern sie mit der Feststellung, daß diese 
Beziehung unabhängig von der Wasserstoff zahl beobachtet wird. Es hat den An- 
schein, daß der Reaktionsmechanismus des tierischen und des pflanzlichen Enzyms sich 
unterscheidet oder daß die Affinität des Hefeerepsins zu seinen Substraten in stärkerem 
Maße von Begleitstoffen beeinflußt wird. 

Wir stellen unsere Versuche in den folgenden Tab. 3 bis 5 zusammen, die den Reak- 
tionsverlauf bei — 7,8, />jj — 7,0 und p^ = 6,6 vergleichen; die angegebenen Kon- 
stanten der monomolekularen Reaktionsgleichung beziehen sich auf die in den iVnalysen- 
proben enthaltenen Peptidniengen. Sie stimmen, wie aus den Tabellen hervorgeht, 
bis zu höheren Spaltungsgraden innerhalb der Fehlergrenzen überein; erst wenn der 
angewandte Puffer zur Aufrechterhaltung der Wasserstoff zahl nicht mehr ausreicht, 
nämlich bei Hydrolysen von mehr als 60%, sind Störungen im Reaktionsverlauf zu 
bemerken. 

Entgegen den Angaben von E. Abderhaedek und A. Foeor^ beobachtete 
K. G. Dernby^ für Hefe- wie für Darmerepsin direkte Proportionalität zwischen 
Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit; sie bestätigt sich auch unter unseren 
Versuchshedingungeii, und zwar in einem Bereiche der Euzymmengen wie i : 10. 

[41] Tabelle 3, 

Reaktionsverlauf bei — 7,8. 

(ijzog Glycyl-glycin, 16,0 ccm Glycerinauszng aus Schleimhaut im Gesamtvolumen von 100 ccm ; 
eingestellt durch 50,0 ccm o,2mol.-PhospIiatpuffcr von = 7>S -f 18,8 ccm 0,211-NaOH; 

30^; zur Analy.se entnommen je 10,0 cem.) 


mn. ! 

Aciditätszunahme 
ccm 0,211-KOII 

j Spalhing 

1 % 

1 t üi X 

30 

0,92 

17 

0,00270 

60 

1.65 

30 

i 0,00263 

120 

2,88 

53 

0 , 002/6 

240 

3.^2 

71 

0,00220 


Tabelle 4, 



Reaktioiisverlauf bei pn ^ 7, 

(0,660 g Glycyl-glyciii, 15,0 ccm Glyceriuauszug, im Gesamtvolumen von 50,0 ccm; eingestellt 
durch 25,0 ccm 0,2 mol .-Phosphatpuffer von py^ = 7,8 -f- 4,5 ccm o.an-iSIaOH; 30'’; zur Analyse 
entnoimnen je 10,0 ccm.) 


t 

MiiJ. 

Aciditätsmoahme 
[ ccm o,2n-KOH 

^ Spaltung 1 

1 1 

k = 

t a-x 

38 

1.28 

' 23 

0,00309 

60 

1,84 

■ 36 

0,00290 

. 120 

3.02 

56 

0,00296 


^ Diese Zs. Bd. 123, S. i, und zwar S. 63 [1922] [Abh. 48), 

* Fermentforschung Bd, i, S. 533. und zwar %S. 579 [1916]. 

5 Biochem. Z.s. Bd. 81, S, T07, und zwar S. 185, 186 [1916/17]. 



Zur Kenntnis des Darme repsins. 1501 

Tabelle 5. 

Reaktionsverlauf bei = 6,6. 

(0,660 g GlyCyl-glydii, 15,0 can Glycerinauszug, iin Gesamtvolumen von 50,0 ccni; eingestellt 
durch 25,0 ccm 0,2 mol.-Phosphatpnffer von p^ — 7,8; 30^; zur Analyse entnonunen je 10,0 ccm,) 


t 

Mül. 

Additätszunalmie 
; ccm 0 , 211 -KOH 

Spaltung 

k = - -■lORio - - 

t a-x 

60 

1.25 

! 23 i 

0,00190 

120 

2.22 


0,00192 

180 

2.99 


0,00195 


Nur bei der Wirkung sehr kleiner [42] Knzymmengen wird diese Beziehung nicht mehr 
beobachtet, hier findet man die Enzymwirkung verhältnismäßig geringer. Diese Ab- 
weichungen, die die Tab, 6 veranschaulicht, mögen auf den Einfluß der Enzym- 
zerstörung zurückzuführen sein, zumal sich in diesem Falle zugleich eine frühzeitige, 
beträchtliche Abnahme der Reaktionskonstante bemerkbar macht. 


Tabelle 6. Enzymmeiige und Reaktionsgeschwindigkeit. 


nnzymmenge : 

.\ciditätszunahme 
ccm 0,211-KOH 

SpaUuTig 

7 * t « 

A = , • logi« 

t a~x 

32,0 ccm Auszug I 1 15 

0,42 

15 

0,0048 


: 30 

0,85 

31 

0,0053 


j 60 

1,40 


0,0051 

16,0 ccm 

! 30 

0,40 

^5 

0,0027 

.r 

,, 1 60 

0,81 

29 

0,0025 


,, ■ 120 

1.45 

^2 

0,0027 

8,0 cern Auszug II ; 60 

0,62 

I I 

o,<xx)88 


, , ( 120 

1.15 

21 

0,00087 

M 

, , i 240 

i 2,04 

3 « 

0,00086 


1 480 

1 3.40 

! 60 

0,00086 

4,0 ccm 

, , ; T 20 

' 0,63 

j 12 

0,00045 


! 240 

1.19 

' 22 

o,otX)45 


; 480 

2,03 

1 3 « 

0,00043 


960 

2,93 

54 

0,00035 

2,0 ccm 

, , ; 240 

0.55 j 

! 10 

0,00019 


.. s 480 

0,90 

16 

0,00016 


960 

r.30 ; 

24 

0,00012 

1 ,0 cctu 

,, 480 

0,20 j 

4 

0,00003 


. , 960 

0,2; ! 

5 

0 ,<XX ^02 


4. Bestimmungsmethode. 

Die Bestimmung des Darmerepsins führen wir aus bei der für seine Wirkung 
günstigsten Wasserstoffzalil von = 7,8; ihr liegt die Einwirkung des Enzyms auf 
ein Dipeptid, Glycyl-glycin, zugrunde, dessen Hydrolyse wir durch die alkalimetrische 
Messung der freigelegten Carboxyle in 85proz. methylalkoholischer Lösung verfolgen. 
[43] Ausführung der Bestimmung. 0,1320 g Glycyl-glycin — 0,001 Mol losen 
wir in 5,00 ccm 0,2 mol.-Phosphatpuffer von 7,8 auf und bringen die Lö- 

sung durch Zugabe von o,2n-Natronlauge, deren Menge (gewöhnlich 1,80 ccm) in 
einem Vorversuch nach Zugabe des Enzyms ermittelt wird, auf das gewünschte p^ 
von 7,8. Nun setzt man die zu prüfende Knzymlösung hinzu und beläßt das auf 10,0 ccm 
mit Wasser verdünnte Reaktionsgemisch im Thermostaten von 30 Nach Ablauf der 
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Versuclisdauer unterbiecheri wir die Bnzymwirkung durch Bititragen in 130 ccm 
Methylalkohol und titrieren das Verdauungsgemisch nach dem Zusatz von 1,0 ccm 
o,5proz. Thymolphthalein + 20 ccm HaO, also bei einem Methylalkoholgehalte von 
85 %, mit 0,2 n- QOproz. alkoholischer Kalilauge bis zum Auftreten der ersten schwach 
blauen Indicatorfärbung; bei dieser Reaktion liegt das Phosphat der Pufferlösung als 
sekundäres Salz vor. Man hat zu jeder Bestimmung eine Leeranalyse auszuführen, 
deren Alkalivcrbrauch von dem des Hauptversuchs in Abrechnung zu bringen 
ist; der verbleibende Äciditätszuwachs entspricht dann der entstandenen Menge 
Glykokoll. 

Störungen der Bestimmung, wie sie zufolge den Angaben von K. G, Dernby* 
durch die Anwesenheit gewisser anorganischer Salze, z. B. in den angewandten Bnzym- 
lösungen, zu erwarten wären, sind nicht in Betracht zu ziehen. Einmal haben die Be- 
obachtungen Dernbys über die Hemmung der Brepsinwirkung durch Salze sich nur 
zum Teil bestätigen lassen, nämlich nur für den Einfluß von Brdalkalisalz und von 
Phosphat, nicht dagegen für einfache Alkalisalze, auch nicht in größerer Konzentra- 
tion; sodann wird die Gegenwart größerer Mengen Phosphats in der Bestimmungs- 
lösung, die die Enzymwirkung nach unseren Erfahrungen auf etwa herab- 
setzt, eine gewisse ausgleichende Hemmung bewirken, die den Einfluß anderer Salze 
auszuschaiten vermag. 

Hie Euzymnienge ist für eine Bestimmung so zu wählen, daß die gemessene Reak- 
tionskonstante zwischen 0,005 0,0005 Messung soll nicht über eine 

öoproz. [44] Hydrolyse des Peptids ausgedehnt werden; für höhere Spaltungsgrade 
erweist sich nämlich der angewandte Puffer als unzureichend. 

Auf dem monomolekularen Verlauf der Peptidhydrolyse und auf den erkannten 
Beziehungen zwischen Euzymnienge und Reaktionsgeschwindigkeit beruhen die vor- 
geschlagenen Maße für Menge und Konzentration des Erepsins. Als „Erepsin-Ein- 
heit (Er.E.)'' bezeichnen wir das Tausendfache derjenigen Enzyminenge, für welche 
sich unter den angewandten Bedingungen die Reaktionskonstante 0,001 ergibt; diese 
selbst drückt also die Anzahl der Erepsineinheiten in der analysierten Probe aus. 

Als Maß der enzymatischen Konzentration dient der ,,Erepsin-Wert (Er.W.)“, 
d. i. die Anzahl Erepsineinheiten in i g des Präparats. 

Beispiel. 2,00 ccm eines mit Wasser verdünnten, rohen Glycerinauszugs der 
Darmschleimhaut bewirkten bei der Einwirkung auf 0,1320 g Glycyl-glycin unter den 
Bedingungen unserer Bestimmung in i Stunde Hydrolyse entsprechend einem Aciditäts- 
zuwachs von 1,31 ccm o,2n-KOH; hieraus berechnet sich die Reaktionskonstante 
k = 0,00205, und dies ist die Anzahl der Er.E. in der angewandten Menge der Enzym- 
lösung, 

40,0 ccm der Losung mit 0,0410 Er.E. hinterließen nach der Dialyse 0,2662 g 
Trockenrückstand, entsprechend dem Erepsinwert Er.W. — 0,154. 


* Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107, und zwar S. 194 [1916/17]. 
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IL Darstellung und Verhalten des Erepsins. 

. I. Zur Gewinnung der Enzymlösungeu, 

Die geringe Beständigkeit des Erepsins läßt unter den für seine Darstellung in 
Betracht kommenden Methoden keine große Auswahl zu. So ist die direkte Trocknung 
der rohen Darmschleimhaut, beispielsweise mit organisdien Lösungsmitteln, wie sie sich 
bei anderem enzymatischem Ausgangsmaterial bewährt hat, hier mit einer fast völligen 
Zerstörung des Enzyms verbunden, sie läßt sich also für seine Darstellung nicht ver- 
wenden. 

[45] Versuch i. 45 g gewaschene und fein zerriebene Danuschleiuihaut von Schweinen, ent- 
haltend 0,26 Er.E. [0,20g: 2,68 ccm o,2n-KOH {60 Minuten); k — 0,0023], trocknete man durch 
Anschiitteln nadi einander mit loo ccin Aceton. Aceton, Aceton- Äther. Äther und Äther; die 
getrocknete Substanz (insgesamt 7 g) wies fast kein ereptische Wirkung mehr auf [0,050 g : 0,10 ccm 
0, 2 n-KOH ( 1 20 Minuten)]. 

Als Verfahren zur Gewinnung wirksamer Enzymlösungen aus der Schleimhaut 
eignet sich nach unseren Erfahrungen in besonderem Maße die schon von H. v. EuhER ^ 
empfohlene Extraktion mit Glycerin oder wasserhaltigem Glycerin, sie ist der in 
anderen Untersuchungen angewandten Extraktion mit wäßrigen Mitteln z. B. mit 
verdünntem Alkali, weit überlegen; der nachstehende Versuch 2, der die Enzyni- 
ausbeuten bei der Anwendung von wasserhaltigem Glycerin und von verdünnter Soda- 
lösung für die Extraktion vergleicht, erweist, daß bei letzterem Verfahren sehr große 
Enzymverluste eintreteu. ' 

Versucli 2. 2,0 g frische Darmschlciiuhaut wurden mit a) 2üccm 87 proz. GlyccTiii, b) 20ccm 
I proz. NaiCO^ 3 Stunden extrahiert; dann filtrierte man vom Ungelösten ab. 2,00 ccm des fil- 
trierten Auszugs wiesen a) 0,0019 [2,01 ccm 0,2 n-KOH (60 Minuten)], b) 0,00027 Er.E. [0,33 ccm 
0,2 n-KOH {60 Minuten)] auf, ihre Aktivität war also in der glyceriuhaltigen Lösung viel höher. 

Das in unseren Versuchen angewandte Verfahren der Glycerinextraktion, das auf 
der Abtrennung der in Glycerin suspendierten Schleimhaut mittels der Zentrifuge be- 
ruht, und zwar nach dem Verdünnen mit Wasser, ergibt günstige und nur wenig 
schwankende Ausbeuten an Enzym ; wir beschreiben es nachstehend an einem charak- 
teristischen Beispiel. 

Versuch 3. loo g frische Schleimhaut aus Schweinedärmen wurden in der Reibscliale mit 
500 ccm 87 proz. Glycerin gut verrülirt; 50 ccm dieser Aufschlämmung verdünnte man nach 
eintägigem Stehen bei Zimmertemperatur mit 1 50 ccm Wasser und schleuderte sie alsbald in der 
Zentrifuge ab (5 Minuten bei 4000 Umdrehungen), während die verbleibende Glycerinsuspension, in 
der das Enzym monatelang haltbar war, aufbewahrt wurde; 2,00 ccm der üb erstehenden, noch 
etwas getrübten Enzynilösimg enthielten zufolge der Bestimmung 0,00205 Er.E. [1,31 ccin 
o,2n-K0H (öoMinuten)] bei einem Gehalte an Trockengewicht entspr. 0,0133 g [46] (Er.W.=o,i54) 
und die gesamte Ausbeute in 150 ccm der Lösung belief sich auf 0,154 Er.E. 

- Die Haltbarkeit des Eiepsius, auch in den mit Wasser verdünnten Glycerin- 
lösungen, ist, verglichen mit der rein wäßriger Rohauszüge, beträchtlicher; das Enzym 
wird nämlich durch Glycerin stabilisiert. 

Versuch 4. 2,00 ccm 

a) von mit Wasser verdünnter Glycerinsuspension, b) von wäßrigem Auszug der Schleini- 
hant, deren Acidität zwischen p's. = 6,0 und == ö,6 lag, bewirkten sofort nach der Darstellung, 

* Diese Zs. Bd. 51, S. 213 [1907]. 

* Vgl. Fr. E. Rice. JI. Amer, Chem. Soc. Bd. 37. S. 1319 [1915J. 
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bzw. nach 1 8 tägiger Aufbewahrung bei Zimmertemperatiu: Hydrolyse entsprechend einem 
Aciditätszuwachs von a) 1,75 bzw, 1,75 und b) 2,05 bzw. 1,85 ccm o,2n-KOH oder 3)0,0025. 
bzw. 0,0025 und b) 0,0030 bzw. 0,0027 Er.E. ; der wäßrige Auszug hatte also 10% an Aktivität 
eingebüßt. 

2. Verhalten gegenüber Eällungsmitteln. 

Zur Reinigung des Erepsins in seinen rohen Eösungen hat man in der Literatur 
vor allem die Anwendung einer Fällung mit verdünnter Säure ^ sowie die Ausfällung 
des Enzyms selbst mit Alkohol * oder auch seine Aussalzung, z. B. mit Ammonsulfat 3 , 
empfohlen; aber die Beurteilung der dadurch erzielten Reinigungen wird erschwert 
durch den Mangel an Angaben über die quantitativen Ausbeuten bei diesen Operä- 
tioiien. Es hat sich in unseren Versuchen, die das Verhalten des Erepsins in den rohen, 
glycerinhaltigen Auszügen bei der Fällung mit verdünnter Essigsäure, durch Alkohol 
oder Aceton, ferner durch SchwermetaUsalze und endlich bei der Aussalzung mit 
Ammonsulfat vergleichen, gezeigt, daß allein die Abtrennung von Fremdstoffen durch 
die Einwirkung verdünnter Säure eine geringfügige Konzentrationssteigerung des En- 
zyms erlaubt; in allen übrigen untersuchten Fällen, in welchen eine Ausfällung des 
Enzyms aus seinen Lösungen beobachtet wird, verhindert seine überaus große Emp- 
findlichkeit gegenüber Formveränderungen und seine Unbeständigkeit eine prä- 
parative Auswertung; [47] die gemessenen bedeutenden Enzymverluste haben zur 
Folge, daß keine Steigerung des Reinheitsgrades festzustellen ist, wenn nicht sogar das 
Enzym, wie es für die Einwirkung von Quecksilbersalz zu gelten scheint, durch das 
Schwermetallion eine vollständige Inaktivierung erfährt. 

Wir geben im folgenden eine kurze Beschreibung der erhaltenen Ergebnisse; nur 
die Vorreinigung der Enzymlösungen mit Essigsäure, die in Versuch 5 veranschaulicht 
wird und die auch der Einwirkung der übrigen geprüften Fällungsmittel vorausgeht, 
besitzt präparative Bedeutung. 

Versuch 5. Fällung mit Essigsäure. 10,0 ccm Rohlösung (d. i. mittels Wasser geklärter 
Glyceritiausziig aus Schleimhaut), enthaltend 0,0103 Er.E., wurden mit 1,0 ccm o.in-Essig- 
säure gefällt; die mittels der Zentrifuge abgetrennte Fällung wurde in 5,0 ccm 0,001 n-Ammoniak 
(20% Glycerin enth.) gelöst; diese enthielten zufolge der Bestimmung 0,0024 Er. E. [0,79 ccm 
o,2n-KOH (60 Minuten)], d.i. 23 %, während in der Mutterlauge der Fällung (i 1,0 ccm) 0,0065 Er.E. 
[2,00 ccm: 0,80 ccm o,2n-KÜH (60 Minuten); k = 0,00118], d.i. 64% verblieben waren. 

In einem anderen gleichartigen Versuche wurde die abgeschleuderte Essigsäurefällung mittels 
Alkohol und Äther getrocknet und gewogen; sie betrug 0,0348 g, ilir Erepsinwert war also 0,054. 
Aus dem für die Ausgangslösung ermittelten Gehalte an Trockensubstanz und dem Gewichte 
der abgetrennten Fällung errechnet sich das Trockengewicht von 1 1 ,0 caii der Fällungsmutler- 
lauge zu 0,0327 g und üir Erepsinwert zu 0,20. 

Versuch 6. Fällung mit Alkohol und Aceton. 5 ,0 ccm einer Mutterlauge der Essigsäiire- 
fällung (mit 0,0051 Er.E.) fällte' inan a) mit 50 ccm absolutem Alkohol, b) mit 50 ccm Aceton; 
den in der Zentrifuge abgeschleuderteii Niederschlag von a) 0,0206, b) 0,0220 g, bestimmt durch 
Trocknung mit Alkohol und Äther, löste man in 5,0 cati loproz. Glycerin; die Lösung enthielt 
dann noch a) 0,0014 [0,90 ccm o,2n-KOH (60 Minuten)], b) 0,00042 Er.E. [0,30 ccm o,2n-KOH 
(60 ^limiteii)], die Enzymausbeute belief sich also auf a)28, b)8% der Ausgangslösung und die 
enzymatische Konzentration entsprach einem Erepsinwerte von a) 0,069 und b) 0,018. 

' Vgl. S. Kobzarfnko, Biochem. Zs. Bd. 66, S. 344 [1914]; Fr. E. Rice, Jl, Anier. Oiem. 
Soc. Bd. 37, S. 1319 [1915]- 

^ Vgl. H. V. EutER, Diese Zs. Bd. 51, S. 213 [1907]. 

5 Vgl. S. Kobz.^RENko, a. a. 0 . ; Fr. E. Rice, a, a. 0. 
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Versujch 7. Fällung mit Quecksilber- und Bleisalz. 10,0 ccm Fssigsäureuuitter lauge (enth. 
0,0078 Er.E.) wurden a) mit 1,5 can iproz.. Sublimat, b) mit 1,5 ccm aproz. Bleiessig gefällt; 
die in der Zentrifuge abgetrennte Fällung eluierte man sodann durch Anreiben in den Zentrifugen - 
gläsern und Wiederabschleudern mittels 10,0 ccm 0,2 mol-Phospliatpuffer von ~ ^.2. ln 
der Restlösung war in keinem Falle mehr ereptische \\%kung nachweisbar und die gewonnene 
Elution enthielt in [48] 10 ccm a) 0 und b) 38 % ; durch Quecksilbersalz war also das Enzym voll- 
ständig vergiftet. 

Versuch 8. Fällung mit XJransalz. Aus 40 ccm Essigsäuremutterlaugc (mit 0,028 Er.E.) 
schlug man durch Zusatz von 6,0 ccm 2pToz. TJranylacetat das Erepsin vollständig nieder (4,00 ccm 
der Restlösung: keine Aciditätszunahuie}; die in der Zentrifuge abgetreiiute und mit 40 ccm 
0,2 mol. -Phosphatpuffer von = 8,2 eluierte Fällung gab an das Eluens insgesamt 0,017 P^r.E. 
[4,00 ccm ; I. TO ccm 0,2 n-KOH {60 Minuten); k = 0,0017], d. i. 60% der Ausgangsldsung, ab. 

20,0 ccm dieser Elution (enth. 0.0085 Kr. E.) befreite man durch ZiTsatz von 20,0 ccm 
n- Ammoniak- Ammonchloridpuffer von = 9.2 +7,8 ccm 0,4 inol.-Magnesiumacetat unter Eis- 
kühlung und darauffolgende Filtration vom Phosphat rmd iieutralLsierte sic mittels 20,4 ccm 
0,1 n-Essigsäure ; sic enthielten dann in 74 ecm noch insgesamt 0,0068 Er.-E. [10,0 ccm: 0,80 ccm 
0,2 n-KOH (60 Minuten); k = 0,00092], der bei der Phosphatfällung cingetretenc Verlust belief 
sich demnach auf 20%. 

40 ccm der phosphatfreien Eö.sung (mit 0,00368 Er.E.) wurden diucli 7 tägige Dialyse in 
einer sogen. Fischblase unter Toluol gegen fließendes destilliertes Wasser unter Rührung mit 
Stickstoff vom Glycerin und von Salzen befreit; sie hinterließen nach dem Abdampfen auf dem 
Wasserbad 0,1200 g Trockenrückstand entsprechend dem Erepsinwert 0,030, die cnz3Unatische 
Konzentration war also durch die üranfällung scheinbar erheblich gesunken. 

Versuch 9. Aussalzung mit Ammousulfat. 20,0 ccm einer Mutterlauge der Essigsäurefällung 
(enth. 0,014 Er.E.) wurden mit o,t n-NH^ neutralisiert und durch Zusatz von 60 ccm gesättigter 
Ammonsulfatlösung unter Eiskühlung gefällt; den auf der Nutsche mittels Kieselgurhaut abge- 
saugteii und mit ainmonsulfathaltigem Glycerinwa.sser gewaschenen Niedcrsclilag lüste man 
sodann in 20 can 20proz, Glycerin wieder auf, er enthielt noch 0,0024 Er.E. [4,00 ccm: 0,42 ccm 
0,2 n-KOH (60 Minuten); ä = 0,00048], d. i. 17% des Fwrepsins. Der Eiizymgehalt der aus- 
gesalzenen Mutterlauge ließ sich infolge des großen Salzgehaltes nicht bcstinuiien. 

3. Ädsorptionsverhalten. 

Adsorption durch Tonerde. Das Adsorptionsverhalten des Darmerepsins 
ist bisher nur von Er. E. Rice ^ untersucht worden, allein ohne sichere quantitative 
Bestimmungen. Die auffallende Aussage, daß das Enzym von Tonerde bei jeder 
Reaktion, und zwar quantitativ auf genommen würde, mag in dem geringen Enzym- 
gehalt der geprüften Lösungen und in [49] der Anwendung eines großen Überschusses 
an Adsorbens ihre Erklärung finden. Die Abhängigkeit der Adsorption durch Tonerde 
von der Wasserstoff zahl ist in Wirklichkeit viel ausgeprägter, sic gleicht der des Pan- 
kreaserepsins^) : die Menge des adsorbierten Enzyms findet man bei saurer Reaktion 
am höchsten, während im alkalischen Gebiet fast gar keine Aufnahme zu beobachten 
ist. Tab. 7 veranschaulicht dieses Verhalten ; man verwandte zur Adsorption je 10,0 ccm 
einer Mutterlauge der Essigsäurefällung mit 0,0075 Er.E. [2,00 ccm: 0,90 ccm o,2n- 
KOH (60 Minuten) ; ^ = 0,0015] und unterwarf sie nach Einstellung des gewünschten /»ß 
mittels wechselnder Mengen o,in-iSIH3 der Einwirkung von 1,0 ccni Tonerdesuspension 
der Sorte C^) (enth. 7,5 mg ALO3); die aufgenoniniene Enzymmenge wurde aus dem 
Gehalte der in der Zentrifuge abgetrennten Adsorptionsmutterlauge ermittelt. 

‘ Jl. Ainer. Chem. vSoc. Bd. 37, S. 1319 [1915]. 

9 Siehe dazu E. WaxdschmidX-Leitz und A. HarXEXECK, DicvSe Zs. Bd. 147, S. 286, und 
zwar S. 304 [1925], 

9 Vgl. R. WiEEsr ATTER -und H. KrauT, Chem. Ber. Bd. 56. S. 1117 [1923]. 
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Tabelle 7. 

Tonerdeadsorption und 

(Zur Analyse angewandt je 2,00 ccm Restlösung; 60 Minuten.) 


Angew. ' 

Aciditätszunahme 
ccm 0,2 n-KOH 

' Erhaltene [ 
Resüösnng [ 
ccm ) 

Oehalt der i 
Restlösung 
Er.E. 

^ Adsorbiert 

! % 

Adsoiptionswert 

A.W. 

4,7 

1 0,26 

i 11,0 ' 

0,0020 

72 

0,73 

6,0 

0,47 

i : 

0.0039 

48 

Ü.48 

7,0 

1 0,71 

I n ,5 ■ 

0,0064 

16 

0,14 

8.2 

i 0,81 

1 12,0 

0,0073 

3 

0,026 


Durch Zusatz von Alkohol wird die Adsorption^ z. B. bei ^ 4,7, wie besondere 
Versuche erwiesen haben, deutlich verstärkt; allein die Empfindlichkeit des Enzyms 
auch gegenüber geringeren Alkoholkonzentrationen läßt für eine präparative An- 
wendung dieses Mittels keine Vorteile erv^'arten. Auch durch eine zweimaHge Voradsorp- 
tion von insgesamt 56 % des [50] Enzyms, die auf Grund einer auf genommenen Adsorp- 
tionskurve aussichtsreich schien, wurde keine Steigerung des Adsorptionswertes erreicht. 

Die Elution des Erepsins aus den Tonerdeadsorbaten gelingt in guter Ausbeute 
durch Einwirkung schwach alkalischer Phosphatlösungen, viel weniger gut mit ver- 
dünntem Alkali allein; dieses Verhalten, das das Darmerepsin von dem pankreatischen 
zu unterscheiden scheint, wird nicht auf eine Verschiedenheit der Enzyme oder ihrer 
Assoziation mit Fremdstoffen, sondern auf den höheren Reinheitsgrad des Darmerep- 
sins zurückzuführen sein, das bei der Reaktion z. B. von o,02n“]SIIl3 rascher Zerstörung 
unteihegt. In dem nachstehenden Versuch 10 ist die Elution eines Tonerdeadsorbates 
durch alkalisches Phosphat und durch verdünntes Ammoniak verglichen. 

Versuch 10. 100 ccrri Essigsäur einutterlaugc (enth. 0,075 Fr-E.) adsorbierte man bei 

p'a ~ A ,7 mittels 7,0 rem Tonerdesuspension C (= 52,5 mg Ab03); in der Restlösung der Adsorp- 
tion (104 ccm) waren noch 0,019 Er.E. nachweisbar (2,00 ccm : 0,25 ccm 0,2 n-KOH [60 Minuten]; 
Ä = 0,00037), d. i. 25%. 

Das in der Zentrifuge abgeschleuderte Adsorbat wurde zur Hälfte mit a) 50 ccm o,02n-NH3 
(20% Glycerin enth.), h) 50 ccm o,2m-Phosphatpuffer von = ^-2 (20% (Uycerin enth.) eluiert; 
die Elutionsausbeute entsprach a) 0,0075 (2, 00 ccm : 0,29 ccm 0.2 n-KOH [60 Minuten]; ä =0,0003), 
b) 0.0215 Er.E. (2,00 ccm: 0,58 ccm 0.2 n-KOH [60 Minuten]; k = 0,000861) oder 27 bzw. 77% 
der adsorbierten Enzymmenge. 

Die Anwendung der Tonerdeadsorption, so wie sie beschrieben wurde, bedeutet 
keine merkliche Konzentrationssteigerung des Enzyms; zwar gelingt es dabei, wie unten 
gezeigt werden wird, die tryptische Verunreinigung der Enzymlösungen vollständig 
abzutrennen, den Erepsinwert der Elutionen findet man indessen, wohl infolge der 
unvermeidlichen Verluste, die insbesondere die Ausfällung der Phosphorsäure begleiten, 
nicht höher als vor der Adsorptionsvornahme. 

Versuch 1 1 . Enzymatische Konzentration in der Tonerdeelution, 50 ccm einer mittels 
Phosphat, wie in Versuch 10, bereiteten Elution aus Tonerdeadsorbat (enth. 0,0215 Er.E.) 
befreite man durch Zusatz von 20,0 ccm ri- Ammoniak- Ammonchloridgemisch von = 9,2 -4-21 ccm 
o,4m-Magnesiuniacetat unter Eiskühhmg und Filtration von der [51] Phosphorsäure; in 90,5 ccm 
des phosphatfreien Filtrats waren noch 0,0141 Er.E. enthalten (10,0 ccm; 1,35 ccm 0,2 n-KOH 
[60 Minuten]; k — 0,00156), der Verlust belief sich also auf 34%. 

80 ccm der phosphatüeien Elution (mit 0,0125 Er.E.) dialysierte man 7 Tage lang in einer 
sogen, Fischblase und unter Toluol gegen fließendes destilliertes Wasser ; sie wiesen noch 0,0684 S 
Trockengewicht auf entsprechend dem Erepsinwert 0,18. 
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Abtrennung von Trypsin. Die präparative und analytische Bedeutung der 
Adsorption mit Tonerde für die Beschreibung des Erepsins ist in der Abtrennung tryp- 
tischer Verunreinigungen zu sehen, die die rohen Lösungen des Enzyms, die man aus 
der Darmschleimhaut gewinnt, auch nach sorgfältiger Reinigung der Därme stets be* 
gleiten. Das Adsorptionsverhalten des Darmerepsins gegenüber Tonerde, das mit dem 
für pankreatisches Enzym beobachteten identisch gefunden wird, unterscheidet sich 
wie dieses von dem des Pankreastrypsins ; das tryptische Enzym wird nämlich bei saurer 
Reaktion von dem Adsorbens nicht oder nur wenig aufgenommen*. Es ist sehr be- 
merkenswert, daß das verschiedene Adsorptionsverhalten von Pankreaserepsin und 
Darmerepsin einerseits und von Pankreastrypsin andererseits unabhängig von der 
Katur der begleitenden Stoffe, in den rohen Auszügen der Pankreasdrüsen wie in denen 
der Darmschleimhaut, zur Geltung kommt; es ist also nicht auf den Einfluß begleitender 
Stoffe, sondern auf eine verschiedene chemische Orientierung der enzymatischen In- 
dividuen selbst zurückzuführen. 

Die präparative Abtrennung des Trypsins, die für die Erkenntnis der spezifischen 
ereptischen Wirkungen von Bedeutung ist, beschreiben wir an nachstehendem Beispiel ; 
für die Prüfung auf Trypsin ist nicht die der früher angegebenen Trypsinbestimmung 
zugrunde liegende Gelatine, sondern das noch leichter spaltbare Casein als Substrat ge- 
wählt worden. 

2.00 ccm einer Mutterlauge der KssigsäurefälUing enthielten zufolge der Bestimmung 
0,0013 Kr. E. (0,89 ccm o,2n-KOll [60 Minuten]). 

4,00 ccm der Lösung wirkten bei p^a — 7,8 (eingestellt mit ü,2iU'rhospliatpuffer) 5 Stunden 
bei 30® auf 5,0 ccm 3prcz. Caseinlösung [52] ein; die gemessene AciditätszAinahme entsprach dann 
0,67 ccm o,2n-K0H, die hösung enthielt also eine geringe, aber deutlich meßbare Menge Trypsin. 

100 ccm der hösung (0,065 Er.E. entb.) adsorbierte man bei pn — 4,7 mit 20.occm Toii- 
erdesuspeusion C (— 150 mg Ahü^) und eluierte das Adsorbat iiiiltels 50 ccm 0,2 m-Phospliat- 
puffer von " ^,2 (20% Glycerin entb.). 

In der gesamten Menge der Tonerdcelution fanden sich noch 0,0525 Er.K. (2.00 cern; 1,47 ccm 
o,2n-KOH [60 Minuten]; k — o,(X)42), d. i. 80% der AusgaiigsIösuiLg. 

4.00 ccm der Elntion ergaben nach 5 stündiger Einwirkung auf Casein keine meßbare Aciditäts- 
zunahme, waren also frei von tryptisclier Wirkung; 5,00 ccm der Adsorptionsnmtter lauge bewirkten 
dagegen nach 5 Stunden einen Aciditätszuwachs entspr. 045 ccm o.zn-KOH, die Hauptmenge 
des Trypsins war also nicht adsorbiert. 

Adsorption durch Kaolin. Durch das elektroneg ative Kaolin wird das 
Erepsin, wie schon Fr. E. Rick*) angegeben hat, bei saurer Reaktion gut adsorbiert; 
auch gelingt seine Freilegung aus den Adsorbaten durch Einwirkung z. B. von alka- 
lischem Phosphat in befriedigender Ausbeute. Aber auch die Adsorption durch Kaolin, 
die nicht näher untersuclit wurde, scheint keine geeignete Handhabe zur Steigerung 
der enzymatischen Konzentration zu bieten, man findet den Erepsinwert in den 
Elutionen nur mäßig erhöht. 

Versuch 12. Reinheitsgrad der Kaoline lution. 50 ccm einer Kssigsäuremutterlauge mit 
0,0375 Er. E. (2, 00 ccm : 0,97 ccm 0,2 n-KOII [60 Minuten] ; k = o,(x)i 5 ) ad.sorbierte man bei = 4-7 
(eingestellt durch Zusatz von 0,5 ccm n-Kaliumacetat) mit 25,0 ccm (= 1,938 g) einer Auf- 


^ Vgl. dazu E.Wai,dschmidT-LE 1TZ und A. HarTENECK, Diese Zs. Ed. 147, S. 286, und zwar 
S. 304 [1925]* 

0 A. a. 0 . 
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Schlämmung von chinesischem Kaolin (mit Salzsäure ausgekocht, neutral reagierend) und eluierte 
das abzentrifugierte Adsorbat mit 50 ccm 0,2 m-Phosphatpuffer von /jh = 8,2 (20 % Glycerin enth.}* 

Die Mutterlauge der Adsorption entliielt in 70 caii noch 0,0075 Er.E. (4,00 cciii: 0,36 ccm 
0,2 n-KOH [60 Minuten]; ä = 0,00043), es waren also 80 % des Enzyms adsorbiert; der ^zym* 
gehalt der Elution belief sich auf insgesamt 0,0235 Er.E. (4,00 ccm: 1,39 ccm o,2n-KOH [60 Mi- 
nuten]; k — 0,00188), entspr. 78% der adsorbiälen Enzymmenge. 

40,0 ccm der Elution (mit 0,0188 Er.E.) befreite man durch 8 tägige Dialyse in einer sogen. 
Fischblase unter Toluol gegen fließendes destilliertes Wasser vom Phosphate imd von Glycerin; 
sie hinter ließen nach dam Abdampfen auf dem Wasserbade 0.0645 g Trockenrückstand; daraus 
berechnet sich der Erepsinwert 0,29. 


[53 III. Zur Spezifität des Erepsins. 

I. Peptide. 

Die Spaltbarkeit einer Reihe einfacher Peptide durch Darmerepsin prüften wir 
mit dem reinen, trypsinfreien Enzym. Es ist bekannt, daß dieses Enzym alle bisher 
geprüften einfachen Peptide natürlich vorkommender Aminosäuren zu hydrolysieren 
vermag; die Untersuchung ihrer Spaltbarkeit, die wir vorgenonimen haben, besitzt 
daher nur insofern Bedeutung, als sie die Reihenfolge der Angreifbarkeit der angewandte 
Peptide durch Darmerepsin mit der für das reine pankreatische Erepsin beobachteten 
zu vergleichen gestattet. Man findet das Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten, 
mit denen die Hydrolyse der einzelnen Peptide verläuft, innerhalb der Fehlergrenzen 
konstant, wie aus der nachstehenden Tab. 8 zu ersehen ist; die einzige Abweichung, die 
die Tabelle in einem Falle für das Verhältnis der Hydrolysengescliwindigkeiten von 
Glycylglycin durch die beiden Enzyme verzeichnet, dürfte auf einen Versuchsfehler 
zurückzuführen sein. Es ist vielmehr anzunehmen, daß auch die genauere Bestimmung 
der Affinitätsverhältnisse bei beiden Enzymen, nämlich unter Berücksichtigung der 
jeweiligen Konzentration der Enzym-Substratverbindung, ihre Identität bestätigen 
und vertiefen wird; damit würde eine exakte Grundlage gegeben sein für eine Identifi- 
zierung der für die Mengen der beiden Enzyme gewählten Maße, der Erepsinemheit 
(Er.E.) und der Pankreaserepsineinheit (P,Er.-E.)s wie für die einwandfreie Fest- 
stellung ihrer relativen Konzentration in der Pankreasdrüse und in der Darmschleim- 
haut bzw. in deren Sekreten. 


Tabelle 8. 

Peptidhydrolyse durch Darm- und Pankreaserepsin. 


Substrat 

[ Dannetepsin j 

1 Pankreaserepsin j 

— 

fe, : Jl-.; 

Aedditätszuuahme 
ccm o,2n-KOH 

*1 

(inoßomolck.) 

ber. 

Aciditätszuriahme 
ccm o.au-KOH 

(mouomolek.) 

ber. 

Alanyl-glycin 

2,48 

i 0,0048 

2,28 1 

1 0,00222 

2,2 + 0,07 

Eeucyl-glycin 

1,12 ' 

1 0,0018 

1 ,07 ' ' 

j 0,00087 

2,1 4 - 0,13 

Glycyl-tyrosin 

0,41 ' 

1 0,00061 

0.39 

0,00030 

2,0 + 0,30 

Glycyhglycin 

0,65 ' 

1 0,0010 

0,15 

0,00011 

9.1 

dgl. 

0,84 

0,00133 

0,66 

0,00051 

2,6 ± 0,20 

dgl. 

0,90 

0,00144 

0,77 

0,00061 

2,4 + 0,16 

Leucyl-alanin 

0,15 

0,00021 

0.12 

0,00009 

2.3 + i.o 


' Vgl. die 2. Mitteilung dieser Reihe, Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 295 [1925]. 
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Das zu den in det Tabelle mitgeteilten Versuchen angewandte Verhältnis der 
Bnzymmengen betrug, wie der Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten erkennen läßt, 
etwa 2:1; man ließ 3,00 ccm Elution aus Tonerdeadsorbat, gewonnen ausDarmschleim- 
haut, bzw. 2,00 ccm Tonerdeelution, [54] bereitet aus frischer Pankreasdrüse, i bzw. 
2 Stunden bei 30® und “ 7 »^ (eingestellt durch 5,00 ccm o,2m-Phosphatpuffer 
von p-n ~ 7,8 4- 1,80 ccm o,2n-NaOH) auf o,ooi Mol des Peptids einwirken. 

2. Pepton, Proteine. 

Die Prüfung der Spaltbarkeit von käuflichem Pepton, sowie von einfacher gebauten 
basischen Proteinen, Protamin und Histon, und endlich einer Reihe höher molekularer 
Eiweißkörper aus verschiedenen KJassen dieser Stoffe durch das proteolytisch einheit- 
liche Darmerepsin ergab in keinem Palle eine die Fehlergrenzen übersteigende Aciditäts- 
zunahme; das intestinale Enzym stimmt also auch in dieser Beziehung mit dem pan- 
kreatischen überein ^ 

Die Folgerungen, die sich aus der Resistenz beispielsweise von Pepton .und Prot- 
amin ableiten lassen und die die bisherigen Anschauungen über die Struktur dieser 
Körper berichtigen, sind bereits im theoretischen Teil dieser Abhandlung erörtert 
worden; in nachstehender Tab, 9 stellen wir unsere experimentellen Ergebnisse zu- 
sammen. 

[55I Tabelle 9. 

Hydrolyse von Pepton und Proteinen durch Darmerepsiti, 

(Elution aus Tonerdeadsorbat; 30°; = 7,8, nur für Gliadin = 6,6.) 


Angew, Suljstrat 

Menge 

i s 

Angew. Er.E. 

Unucr 

SM. 

i tutszunülime 

1 ccm o,zn-KOH 

Pepton (ex album., Merck) . 

0,15 

0.00130 

2 

1 0,06 

ClupeinsuUat^) 

0,10 

0.00130 

2 

0,02 

Tliymushiston 

0,10 

O1OOI30 

2 

' -- 0,02 

Casein 

OA 5 i 

0,00420 1 

6 

0,05 

Fibrin 

0,20 ^ 

0,00270 

5 

1 0,03 

Gliadin 

0,15 ' 

0,00320 

7 

0,00 

Zein 

0,15 : 

0,00270 ! 

1 5 

^ 0.03 

Eieralbuniin 

0,15 1 

0,00270 

! 5 

— 0,02 

Ricinusglobulin 

■ 0,15 

0,00270 

! 5 

' 0,02 


Dem Japaiiausschuß der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
für die gewährte Unterstützung zu Dank verpflichtet. 

' Vgl. E. WArosCHMiDT-EEi'Tz mid A. Harteneck, 3. Mitteüung, Diese Zs. Bd. 149, S. 203 
[1925]. 

') Wir verdankten das Präparat der Freundlidikeit des Herrn Dr. K. FEblX von der II. Medi- 
zinischen Klinik hierselbst. 
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113. ÜBER STÖRUNGEN DER REAKTION ZWISCHEN TRYPSIN 
UND ENTEROKINASE. 

Von Ernst Waldschmidt- Leitz und Kaj Linderström- Lang. 

{Siebente Mitteilung* zur Spezifität tierischer Proteasen.) 

(Aus dem Chemischen Eaboratoriuin der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 8. März 1927,) 

Die Reaktion zwischen Trypsin und seinem spezifischen Aktivator, der Kntero- 
kinase, ist nicht, wie man früher annahm, ein enzymatischer Prozeß, sie vollzieht sich 
vielmehr auf stöchiometrischer Grundlage s aber sie ist doch kein einfacher Vorgang. 
Ihre zeitliche Bedingtheit, die sie von den lonenreaktionen unterscheidet, macht es 
verständlich, daß vielfach Störungen der Aktivierung, sei es durch natürlich auftretende 
Hemmungskörper, sei es durch bestimmte Zusatzstoffe wie die aliphatischen Alkohole, 
beobachtet worden sindA Eine exakte Bestimmung des Aktivators, unabhängig von 
Natur und Menge der gerade vorliegenden Begleiter, etwa auf der Grundlage einer aus- 
gleichenden Hemmung seiner Wirkung, hat sich noch nicht durchführen lassen. 

Es war für die Erkenntnis der Bindungsweise von Trypsin und Enterokinase von 
ausschlaggebender Bedeutung, als es gelang, die fettige Verbindung Trypsin-Kinase 
durch Einwirkung von Aluminiumhydioxyd wiederum in ihre Komponenten zu zer- 
legen; die Affinität der Kinase zu dem Adsorbens war [228] stark genug, um eine Störung 
des Gleichgewichtes zwischen Enzym und Aktivator zu bewirken, ,,Das Adsorptions- 
verhalten der Kinase unterscheidet sich*' nämlich . . , „wesentlich von dem . . . des 
Trypsins, ihre Adsorptionsaffinität ist viel stärker ausgeprägt'"^). Auch die Bestimm- 
barkeit der Enterokinase, die ihre Reaktion mit Trypsin zur Grundlage hat, wird also 
durch solche Adsorbentien beeinträchtigt werden. 

Allein nach den Erfahrungen, die der eine von uns inzwischen über das wechselnde 
Adsorptionsverhalten des Aktivators in Abhängigkeit vom Reinheitsgrade gesammelt 

* Die sechste Mitteilung dieser Reihe „Über die Wirhungsimüe des Pepsins** von E. Wald- 
schmidt-Leüz und £. Simon erschien Diese Zs, Bd. 156, S. 114 [1926], 

^ E.WAinscHMtDT-bEiTZ, Diese Zs, Bd. 132, S. 181, und zwar S. 186 ff. [1923/24] {Abh. 92), 

* A. a. 0 ., und zwar S. 213 ff. [1923/24]. 

‘) A. a. 0 ., und zwar S. 235 [1923/24]. 
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hats war damit zu rechnen, daß auch die Zerlegbarkeit des aktivierten enz3miatischen 
Systems, so wie sie beschrieben wurde, nicht auf die Adsorptionsaffinitäten der reinen 
Komponenten, sondern auf gewisse und veränderliche Assoziationen mit begleitenden 
Stoffen zu beziehen war. Eine eingehendere Untersuchung über das Adsorptions- 
verhalten der drei an der Reaktion beteiligten Stoffe, Trypsin, Enterokinase und Tryp- 
sin—Känase, gegenüber Tonerde, über die wir iiii folgenden berichten, sowie über ihre 
Eigenschaften in adsorbierter Form soll nnn dazu dienen, einige Bedingungen der 
Trypsin aktivierung und gewisse Ursachen ihrer Störung zu erkennen. 

Die Erfahrung, daß die Adsorptionsaffinität der Enterokinase in ungereinigtem 
Zustand zur Tonerde, auch zu der nun angewandten Modifikation C.., die des Trypsins 
beträchtlich übertrifft, wird in der vorliegenden Untersuchung bestätigt; der frisch 
bereiteten Mischung von Trypsin und Enterokinase läßt sich unabhängig von der Reak- 
tion der Lösung auf Zusatz von Tonerde der Aktivator vollständig entziehen, während 
die Adsorption des Trypsins w^eniger bedeutend gefunden wird. Auch steht es in Tlbcr- 
einstiinmung mit der früher beschriebenen dissoziationssteigernden Wirkung der Ton- 
erde auf das Sys tem Try psi ri— Ki nase , daß die E n t e r 0 k i n a s e in den Adsorbaten 
an Tonerde nur zu einem ganz geringen Bruchteile bestimmbar ist, während 
andererseits bei der [229] Adsorption von Trypsin sowohl wie von Trypsin Kinase 
für sich keine Beeinträchtigung der Aktivität dieser Enzyme zu bemerken ist; mau 
findet sie quantitativ meßbar auch in adsorbierter Form. 

Allein die Adsorption der Enterokinase, die unter Absättigung ihrer spezifischen 
trypsinbindenden Gruppe sich vollzieht, ist durch ihre Assoziation mit begleiten- 
den Stoffen bedingt, die in den rohen Auszügen der Darnisch leimhaut mit ihr ver- 
gesellschaftet sind. Eine Verarmung an Begleitstof feii, die für die Adsorption des Akti- 
vators an Tonerde verantwortlich zu machen sind, ist schon in früheren Versuchen^) 
bei Reinigungsoperationen, so bei der Fällung saurer Kinascauszüge mit Alkohol, 
beobachtet worden; diese führt nämlich ,,ziir Abtrennung amphoterer Begleitstoffe, 
deren Gegenwart das Adsorptionsverhalten des Aktivators in hohem Maße beeinflußt“, 
auch tritt dabei ,,eine Abnahme der Adsorbierbarkeit des Aktivators“ ein, „die Ad- 
sorptionswerte der Tonerde sinken in der reineren Lösung“. Nun läßt es .sich zeigen, 
daß die Abtrennung dieser Stoffe aus den Kinaselösuiigen auch durch enzymatischen 
Abbau erreicht werden kann; die Adsorbierbarkeit des Aktivatois an Tonerde, auch 
sehr großer Mengen, wird nämlich durch die enzymatische, zeitlich bedingte Wirkung 
ganz geringer Trypsinmengen aufgehoben. Die nähere Prüfung dieser Erscheinung, die 
im experimentellen Teil behandelt wird, hat ergeben, daß dieser Vorgang, der nach er- 
folgter Aktivierung des Trypsins zum Stillstände kommt, auf die selbständige Wirkung 
des nicht aktivierten Enzyms zu beziehen ist. Es wird also von dem Gehalte der Kinase- 
lösungen an den adsorptionsvermittelnden Stoffen abhängen, ob es gelingt, die Ad- 

’ E. Wai^dschmidT-Leitz, Diese Zs. Bd. 142, S. 217, und zwar S. 231 ff. [1924/25] 
{Abh. 99). 

q A. a. O., und zwar S. 233 [1924/25]. 
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Sorption der Knterokinase für sich allein aus dem System Trypsin-Kinase auch nach 
vollzogener Aktivierung durchzuführen. 

Es ist bemerkenswert, daß auch für eine andere Hemmung der Kinasewirkung die 
nämlichen Begleitstoffe verantwortlich sind; sie sind nämhch verantworthch für den 

[230] hemmenden Einfluß von Proteinen auf die Aktivierung; so läßt sich 
zeigen, daß die Bildung von Trypsin— Kinase aus Trypsin und Enterokinase, die bei 
Gegenwart von Proteinen wie Casein oder Gelatine unterbleibt oder nur sehr langsam 
verläuft, nach vorangegangener Einwirkung schon sehr kleiner Trypsinmengen auf die 
Lösungen des Aktivators durch die Gegenwart der Proteine nun nicht mehr beein- 
trächtigt wird. 

Diese Erfahrungen insgesamt füliren zu der Vorstellung, daß bestimmte Unter- 
schiede in der Bindungsweise von Enterokinase einerseits und von Trypsin 
—Kinase andererseits, sei es an Tonerde, sei es an Substrate wie Casein, bestehen. 
Bei der freien Enterokinase, so wie sie in den Auszügen der Schleimhaut vorliegt, 
betrifft die Adsorption an Tonerde oder die Bindung an Casein, die durch Begleit- 
stoffe vermittelt wird, die spezifische trypsinbindende Gruppe des Aktivators, er wird 
durch diese Vorgänge inaktiviert. Wenn andererseits, wie besondere Versuche belegen, 
das Adsorptionsverhalten von Trypsin und von Trypsin-Kinase gegenüber Tonerde 
in dem vorliegenden Ealle auch quantitativ übereinstimmt, die Aufladung mit Entero- 
kinase die Adsorption des Trypsins nicht beeinflußt, so ist daraus zu folgern, daß die 
Adsorption in beiden Fällen die nämliche Gruppe des Enzymmoleküls betrifft, daß also 
in den Tonerdeadsorbaten die Systeme Al(OH)3— Tr^^psin, bzw. Al(OH)3-Trypsin— 
Kinase vorUegen. So wird es verständlich, daß die Adsorption an Tonerde in keinem 
dieser Fälle eine Beeinflussung der spezifischen enzymatischen Affinität zur Folge hat; 
denn für die Bindung des Trypsins an genuine Proteine, die spezifischen Substrate 
von Trypsin-Kinase, wird man die Vermittlung der Enterokinase verantwortlich 
zu machen haben. Bei den Reaktionen der Enterokinase, beispielsweise mit Tonerde 
oder mit Casein, hat man also zu beachten, daß sie die spezifische trypsinbindende 
oder aber daß sie die protein bindende Gruppe des Aktivators betreffen 
können. 

[231] Experimenteller Teil. 

I. Adsorptionsverhalten von Trypsin und Trypsin— Kinase 
gegenüber Tonerde. 

Das Adsorptionsverhalten des aktivierten Trypsins gegenüber Tonerde, z. B. der 
Sorte Cy ist bereits in früheren Abhandlungen an einer Reihe von Beispielen Um- 
rissen worden^ ; so ergab sich die Feststellung, daß die Adsorption von Trypsin— Kinase 

^ E Waedschmidt-Leitz und A. HarTENECK, Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 303; 
Bd. 149, S. 203, und zwar S, 215 [1925] {Abh. 10^ und jjo); R. WieestäTTER, E. WAEDSCHMtox- 
LeiXz, S. DunAITurria und G. Künstner, ebenda Bd. 161, S. 191, und zwar S. 2ooff. [1926] 
[Ahh. xoj). 
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,,bei saurer Reaktion am geringsten, in neutraler I^Ösung dagegen viel erheblicher ist“ 
die Trennung des tryptischen von dem ereptischen Enzym der Pankreasdrüse beruhte 
auf dieser Erkenntnis. Allein das Adsorptionsverhalten des aktivierten Trypsins 
gegenüber Tonerde ist noch nicht quantitativ verfolgt und es ist noch nicht mit dem 
des nichtaktivierten, kinasefreien Enzyms verglichen worden. Auf Grund der Beobach- 
tung, daß es gelungen war 3 , mit einem Tonerdepräpaiate der Sorte C das fertiggebil- 
dete System Trypsin-Kinase zu fraktionieren, war zu erwarten, daß das Adsorp- 
tionsveihalten von Trypsin und Trypsin-Kinase gegenüber gewissen Adsorbentien 
quantitativ unterschieden w'erden kann. 

So hat der Versuch, die Adsorption von aktiviertem und von nichtaktiviertem 
Trypsin an wechselnde Mengen der Tonerdesorte C,, quantitativ zu vergleichen, die 
Bedeutung, die Eignung dieses Adsorbens für eine Fraktionierung von Trypsin-Kinase 
zu ermitteln und zu prüfen, ob für die Adsorption an Tonerde, sei es des aktivierten, sei 
es des nichtaktivierten Enzyms, die nämlichen oder aber verschiedene chemische Affi- 
nitäten verantw'ortlich sind. 

Die Adsorption der beiden Enzyme durch Tonerde Cy bei neutraler Reaktion, 
die die nachstehende Tab. i [232] veranschaulicht, stimmt quantitativ nahezu überein; 

Tabelle i. 

Tonerdeadsorptiou von Trypsin und Trypsin - Kinase bei neutraler Reaktion. 
(0,60 ccm Glycerinauszug aus frisch getrocknetem Pankreas a) ohne, b) mit Aktivierung durch 
Vistündige Einwirkung von 0,90 ccm Enterokiuaselösung, mit wechselnden Mengen Tonerde- 
suspensiou Cy (i ccm == 17,8 mg AUOj) und Wasser auf 9,0 ccm aufgefüllt und in der Zentrifuge 
abgeschleudert; Angaben vergleichen enzymatische Wirkung und Gehalt in ahquoteii Teilen der 
Eüsungen, 0,20 ccm Glycerinauszug, bzw. 3,0 ccm Adsorptionsrestlösung ; Bestimmung des Trypsins 
vorgenoimnen nach Aktivierung mit Enterokinase.) 

Adsorptionsrestlüsung . 


.\ngew. 

T.-(e.) 

mg .UjjOj 

Adrtitätszuw. (ccm o.an-KOlI) 

Trypsi n i Trypsin-K inase 

Gehalt [T-le.)] 

Trypsin | Tryp-sitiKinase 

Adsorbiert (%) 

Trypsin ' Trypsin -Kinase 

o >73 

^ 0,28 

0,72 

0,73 

0,62 

i 0,63 

15 

U 

0.73 

1 0,56 

ü,6i 

0,63 

0,52 

1 0,54 

29 

26 ’ 

0.73 

1 1,12 

0.43 

0,34 

0,35 

i 0,45 

52 

39 

0.73 

i 2.23 

0.28 

i 

0,23 

1 -- 

69 

— 

0,70 

, 4.45 

0,21 

1 0,28 

0,17 

i 0,23 

76 

67 

0,70 

8,90 

0.24 

^ 0.23 

0, 1 9 

1 0,18 

73 


0,70 

^ 17,80 

0,21 

0,21 

0,17 

! 0,17 

76 

76 


man wird daraus schließen dürfen, daß sie in beiden Fällen die nämliche Gruppe des 
Trypsinmokküls betrifft. Unter den angeführten Bedingungen ist also eine Fraktionie- 
rung des Systems Trypsin- Kinase nicht zu erwarten ; sie wird auch nicht beobachtet 
(Tab. 2). Allein die verwendete Toiierdesorte scheint auch unter den früher gewählten 
Bedingungen, bei saurer Reaktion, für die Abtrennung der Enterokinase aus dem akti- 
vierten System nicht tauglich zu sein; man findet in den Mutterlaugen der Tonerde- 

^ R. WiLLSTArxER, K. WAtDSCHMiDT-EEnz, S. DuSaixureia und G. KÜNSXNKR, a. a. 0 ., 
und zwar S. 202 [1926]. 

3 E. WAhnscHMinX-bEiTZ. ebenda Bd. 132, S. 181, und zwar S. 235 [1923/24]. 
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adsorption das Trypsin auch in diesem Falle noch voll aktiviert (Versuch i). Es steht 
damit in Einklang, daß die BcvStimmung der Trypsin-Eanase, wie Tab. 3 belegt, 
ebenso wie die des Trypsins (Versuch 2) durch die Gegenwart von Tonerde Cj, nicht 
beeinträchtigt wird. Die weitere Untersuchung dieser Frage, die wir nur aus 
äußeren Gründen zu unterbrechen genötigt sind, wird die Bedingungen zu ermitteln 

[233] Tabelle 2. 

Aktivierbarkeit von Trypsin - Kinase nach Tonerdeeinwirkung bei neutraler 

Reaktion. 

(6,0 ccm Trypsin—Kinaselösung, durch Aktivierung von Paiikreasauszug gewonnen, enthaltend 
2,i9T.-(e-); wechselnde Mengen Tonerdesuspension Cj,; Gesamtvolumen 9,0 ccm; ^'h = 6,5; 
Angaben bedeuten enzymatische Wirkung in 3,0 ccm der in der Zentrifuge abgeschleuderteii 
Adsorptionsrestlüsung mit und ohne 7 j ständige Einwirkung von 0,30 ccm Kinaselösung.) 



1 Acidität 5 z\i wachs (ccm 0,211-KOII) 

Augew. mg 

ohne 

Aktivierung 

nach Aktivierung 
mit Kinase 

0,84 

077 

0,73 

1,68 

0,62 

0,64 

3.3Ö 

0,53 

0,48 


Versuch 1. Aktivierbarkeit von Trypsin— Kinase nach Tonerdceinwirkuug bei saurer Reak- 
tion. 1,20 ccm Glycerinauszug [enthaltend 4,2T.-(c,)] wurden mit 1,8 ccm Kinaselösung Vj Stmide 
bei 30° aktiviert, sodann nach Zusatz von 4,0 ccm HzO mit 2,0 ccm Tonerdesuspension Cj, 
(= 35,6 mg A1203) adsorbiert; der mit 2,7 ccm der in der Zentrifuge abgetrennten Mutterlauge 
unter den Bedingungen der Trypsinbestimmung gemessene Aciditätszuwachs belief sich nach 
VjStUndigcr Einwirkmig von a) o,30cciii HzO, b) o,30ccm Kinaselösung auf a) 0,48, b) 0,50 ccm 
o,2U-KOH. 

Tabelle 3. 

Bestimmung von Trypsin— Kinase nach Tonerdeeinwirkung bei wechselndem 
{2,occni Trypsin — Kiiiaselösung [enthaltend 070 T.-(c.)]; 1,0 ccm Tonerdcsuspensioii Cj,(— i/.Snig 
AljOj); Bestimmung nach 30 Minuten.) 


Reaktion des Ansatzes 

Aciditätszuwachs (ccm o.zn-KOH) 


7i 5 n- essigsauer 

077; 0,81 

1 0,69 

Pk - 5,0 

0,80; 0,83 ^ 

0,72 

pR ^ 6,5 

O 75 ;o, 79 ;o 77 ;o ,77 j 

0,67 


Versuch 2. Aktivität kiriasefreien Trypsins nach Tonerdeeinwirkung. 2,0 ccm einer Eösung 
kinasefreien Trypsins [enthaltend 1,4 T.-(e.)] versetzte man mit a) 1,0 ccm HjO, b) 1,0 ccm Ton- 
erde Cy (= 17,8 mg AljO^); sie bewirkten nach Zusatz von 5,0 ccm 3proz. Pepton (ex albumine, 
Merck) + 2,00 ccm n-Ammoniak- Ammonchloridpuffer von p-^ = 8,6 (bei 30°) nach 3 Stunden 
und bei 30® Aciditätszu wachs entspr. a) 0,32 und b) 0,30 ccm o,2n-KOH. 

[234] und die Adsorbentien näher zu definieren haben, durch die die Trennung von 
Trypsin und Enterokinase bewirkt W' erden kann. 

2. Tonerdeadsorption und Aktivität der Enterokinase. 

Über die Adsorption von Enterokinase durch Tonerde hat der eine von uns ^ vor 
längerer Zeit berichtet. Die Erfahrung, daß das Adsorptionsverhalten des Aktivators 
weitgehend von Begleitstoffen beeinflußt wird, so daß seine Adsorbierbarkeit beispiels- 
weise mit steigendem Reinheitsgrade mehr und mehr abnimmt, wird nun bestätigt und 


^ E. Waxdschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 142, S. 217, und zwar S. 231 ff. [1924/25]. 
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erweitert durch die Beobachtung, daß es gelingt, die für die Adsorption des Aktivators 
verantwortlichen Begleitstoffe durch die Einwirkung geringer Trypsinmengen so zu 
verändern, daß nunmehr, wie Versuch 3 erweist, eine Aufnahme des Aktivators durch 
Tonerde nicht mehr zu bemerken ist. 

Versuch 3. Einfluß der Trypsiiiwirkung auf die Tonerdcadsorptiou von Enterokinase. 

1.80 ccm Enterokinaselösung aus Darmschleiinhaut w*urden mit a) 5,7, b) 5,64 ccm HzO verdünnt 
und a) sogleich, b) nach V: ständiger Einwirkung von 0,06 ccm kinasefreiem Clycerinauszug aus 
Pankreas [enth. 0,21 T,-(e.)] mit 1,50 ccm Tonerdesuspension C,, { - - 267 mg AUOj) behandelt. 

2.80 ccm {= ein Drittel) der in der Zentrifuge abgetremiten AdsorpUonsuiutlcrlaugc ergaben 
nach ständiger Einwirkung bei 30° auf a) 0,20 [enth. o,7oT.-(e.)], b) 0,1 8 ccm Pankreasauszug 
[enth. 0,63 T.-(e.)], auf Trypsin— Kinasegehalt bestuumt, einen Aciditätszuwachs entspr. a) 0,06 
und b) 0,58 ccm 0,211-KOH; die nach der Einwirkung von Trypsin gewonnene Restlösung ent- 
hielt also beträchtliche Mengen Enterokinase. 

Es ist sehr bemerkenswert, daß die Enterokinase in den Tonerdeadsorbaten im 
Gegensatz zu Trypsin, wie auch zu Trypsin— Kinase nicht gemessen werden kann; 
die Adsorption, die die spezifische, mit Trypsin reagierende Gruppe des Aktivators 
betrifft, bewirkt, wie die Versuche der Tab. 4 belegen, daß man nach dem Zusatz steigen- 
der Mengen Adsorbens, und zwar in dem untersuchten ^^-Bereiche unabhängig von 
der Acidität, eine stetige Abnahme der Kinaseaktivität beobachtet. Daß diese In- 

[235] Tabelle 4. 

Hemmung der Kiiiasewirkung im Tonerdeadsorbat. 

(0,20 ccjii kinasefreier Pankreas aus zug mit 0,70 T.-(e.) (entspr. 0.80 ccm o,2n-K.OH Aciditäts- 
zuwachs); Tonerdesuspension Cy (i ccm — 17,8 mg Al:03); mit Pufferlösung auf 2,7 ccni aufgefüllt 
und mit 0,30 ccm Kinaselö.sung 30 ^linuten bei 30° aktiviert; Angaben bedeuten tryptische 
Wirkung in ccm o,2n-KOH.) 
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aktivierung auf der Adsorption des Aktivators beruht^ wird dadurch erwiesen, 
daß sie sowohl bei Gegenwart einer eluierend wirkenden I^ösung unterbleibt (Nr. 5 
der Tab. 4), als auch nach der Einwirkung geringer Trypsinmengen, die nach den oben 
mitgeteilten Beobachtungen die Adsorption des Aktivators durch Tonerde aufzuheben 
vermag (Tab. 5). Diese [236] Erscheinung füliren wir auf eine enzymatische Wirkung 
des nicht aktivierten Trypsins zurück ; die Störung der Kinaseadsorption, die in der 
Zunahme der Aktivierungsleistung zum Ausdruck kommt, nimmt nämlich, wie aus 
Tab. 5 hervorgeht, mit steigenden Trypsinmengen und mit wachsender Einwirkungs- 
dauer zu; aber der enzymatische Vorgang, der ihr zugrunde liegt, ist ebenso wie die 
Aktivierung des Trypsins ^ nach 30 Minuten beendet. 

Die Störung der Trypsinaktivierung, die in Gegenwart von Tonerde beobachtet 
wird und die auf der Adsorption der Enterokinase beruht, ist unabhängig davon, ob 
die Komponenten in der Reihenfolge Tonerde, Trypsin, Enterokinase, oder ob sie in der 
Reihenfolge Tonerde, Enterokinase, Trypsin gemischt werden (Versuch 4) ; den adsor- 
bierten Anteil der Enterokinase findet man in beiden Fällen übereinstimmend. Auch 
läßt sich zeigen, daß die Hemmung der Enterokinase in den Tonerdeadsorbaten nicht 
die Geschwindigkeit ihrer Reaktion mit Trypsin betrifft; die Inaktivierung des Akti- 
vators scheint vielmehr eine absolute zu sein, sie wird durch eine Erhöhung der Ein- 
wirkungszeit nicht behoben (Versuch 5). 

Versuch 4. 1,0 ccm Tonerdesuspension Cj. (= 17,8 mg i\l203 -h 1,5 ecm H2O) mischte man 
in der nachstehenden Reihenfolge mit a) 0,30 ccm Enterokinaselösung, dann 0,20 ccm Pankreas- 
auszug [etith. 0,70 T.-(e.)]. b) 0,20 ccm Auszug, darauf 0,30 ccm der Kinase und beließ die Ansätze 
zur Aktivierung 30 ^finuten bei 30°; die Bestinimung der tryptischen Wirkung ergab daun einen 
Aciditätszuwachs entspr. a) 0.07 und b) 0,06 ccm o,2n-KOH, die durch die Tonerde bewirkte 
Hemmung der Kinase war also in beiden Fällen identisch. 

Versuch 5. 0,20 ccm Glycerinauszug aus Pankreas [enth. 0,70 T.-{e.)] wurden mit 2,25 ccm 
HaO, 0,25 ccm Touerdesuspension Cj, (~ 4,45 mg AI2O3), sowie 0,30 ccm Kinaselösung a) 30, 
b) 60 und c) 90 Minuten bei 30 der Aktivierung überlassen; der gemessene Aciditätszuwachs 
behef sich auf a) 0,37, b) 0,40 und c) 0,36 ccm o,2n-KOH, ein Einfluß der Einwirkungszeit war 
demnach nicht zu erkennen. 

Die, Adsorbierbarkeit der Enterokinase durch Tonerde nimmt nach früheren Be- 
obachtungen des einen von uns^ bei [237] der Reinigung mehr und mehr ab; sie ist 
bedingt durch die Gegenwart amphoterer Begleitstoffe, die, wie die Versuche der 
Tab. 5 belegt haben, auch durch tryptischen Abbau entfernt werden können. Die Er- 
wartung, daß andererseits auch die hemmende Wirkung der Tonerde in reineren, an Be- 
gleitern verarmten Lösungen des Aktivators abgeschwächt wäre, hat sich bestätigt; 
der veränderten Adsorbierbarkeit der Kinase entspricht eine geringere Inaktivierung 
durch das Adsorbens (Versuch 6). 

Versuch 6. Inaktivierbarkeit roher und gereinigter Enterokinase dnrdi Tonerde. 0,20 ccm 
Pankreasauszug [enth. o,79T,-(e.}] versetzte man mit a) 1,50, b) 1,65 ccm HjO und 1,0 ccm 
Tonerdesuspension Cy {= 17,8 mg AI2O3) und ließ darauf a) 0,30 ccm rohen Kinaseauszug aus 
getrockneter Darmschleimhaut, b) 0,15 ccm, nämhch die äquivalente Menge, mittels Essigsänre- 
und Alkoholfällung gereinigte Enterokinaselösung') 30 Minuten bei 30° einwirken. Die tryp- 

' Vgl. E. Waldschmldt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181, und zwar S. 206 ff. [1923/24]. 

’ E. Waedschmidt-LeiTz, Diese Zs. Bd. 142, S. 217, und zwar S. 233 [1924/25]. 

') Nach E. VVaeuschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 142, S. 217, und zwar S. 227 ff. [1924/25]. 
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tische Wirkung des Ansatzes entsprach dann einem Aciditätszuwachs von a) 0,06, b) 0,22 ccni 
o,2n-K0H, die Hemmung der gereinigten Kinase durch Tonerde war also viel schwäclier; sie 
ließ sich auch hier, wie an früliereii Beispielen für die rohen L^ösungeii l^elegt wurde, durch Ein- 
Wirkung einer geringen Stenge Trypsin beheben. 

Tabelle 6. 

Aktivierbarkeit von adsorbiertem und niclitadsorbiertem Trypsin. 

(0,80 ccm Glycerinauszug aus Pankreas mit 2,8 T.-(e.) [0,20 ccm : 0,80 ccm o,2n-K0H : 0,70 T.-(e.)], 
und zwar in nichtaktivierter Form; wechselnde Mengen Tonerdesuspensioii Cj, (i ccm = 17.8 mg 
AI2O3); 1,2 ccm Enterokiiiaselösmig ; Gesamtvolumen 12,0 ccm; Vs Stunde bei 30° der Aktivierung 
überlassen; Bestimmungen ausgeführt mit je 74 des Ansatzes (eiitspr. 0,20 ccm Auszug), und 
zwar a) Trypsin— Kinase in der Suspension, b) Trypsin und Trypsin— Kinase in der mittels der 
Zentrifuge abgetrennten Adsorptionsnnitter lauge, nämlich mit und ohne vorherige Aktivierung 
durch Kinase; Angaben bedeuten Aciditätszuwachs in ccm o,2n-K0H.) 


Angew, 

Tonerde -.\uf 5 dilänimung 

Adsorplionsiestlösuiig 

mg Al^Oj 

1 Trypsin -Kinase 

Trypsin-Kinase | Trypsin 

8,9 

0,6 1 

0,06 ; 0,1 1 0,28 ; 0,30 


j 0,40 

0,02 ; 0,03 0,19; 0,23 


[238] Ks soll an dieser Stelle noch über die Erscheinung berichtet werden, daß die 
Enterokinase bei der Wirkung auf unvollständig an Tonerde adsorbiertes Trypsin 
die adsorbierten Trypsinanteile vorzuziehen scheint; so ist die Tatsache zu deuten, 
daß sich, wie aus Tab. 6 hervorgeht, nach Einwirkung des Aktivators auf die trypsin- 
haltigen Tonerdesuspensionen in den abgetrennten Adsorptionsmutterlaugen nur 
nichtaktivierte Trypsinanteile finden, während die in den Aufschlämmungen selbst 
gemessenen Aktivitäten einen beträchtlichen Gehalt an Trypsin-Kinase anzeigen. 

3. Über den Einfluß von Casein und Pepton auf die Aktivität der 

Enterokinase. 

Die Aktivierung des Trypsins durch Enterokinase wird durch die Gegenwart von 
Proteinen, beispielsweise von Gelatine oder Gasein, unterbrochen oder doch stark 
gehemmt. Diese Erscheinung, auf die bereits ältere Beobachtungen des einen 
von uns^ hingewiesen hatten und die wir bestätigen, beruht indessen, wie aus Ver- 
such 7 hervorgeht, auf der Gegenwart durch Trypsin hydrolysierbarer Begleitstoffe, 
die sich in den rohen Enterokinaselösungen finden ; sie sind gleichwie für die Adsorption 
des Aktivators an Tonerde auch für seine Bindung an das Protein verantwortlich. Die 
spezifische trypsinbindende Gruppe der Kinase ist auch in ihrer Verbindung mit dem 
Protein inaktiviert, aber ihre Anlagerung unterbleibt, wenn die sie vermittelnden Be- 
gleiter durch tryptische Einwirkung beseitigt sind. 

Es ist bemerkenswert, daß die inaktivierende Wirkung, die man nach dem Zusatz 
von Proteinen wahrnimmt, für proteolytische Abbauprodukte wie Pepton nicht mehr 
zu beobachten ist: die Aktivierung des Trypsins durch rohe Enterokinase verlauft 
in Gegenwart von Peptonlösung mit unverminderter Geschwindigkeit (Versuch 8). 
Allein auch dieses vSjibstrat, das für Trypsin -Kinase nicht mehr spezifisch ist, scheint 
mit dem [239] Aktivator in Reaktion zu treten; aus der Beobachtung, daß eine akti- 

^ E, Wai;dschmidX-Eeitz, Diese Zs. Bd. 132, S. 18 r, und zwar S. 208 [1923/24]. 
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vierungshemmende Wirkung von Tonerde bei Gegenwart von Peptonlösungen nicht 
mehr zu bemerken ist (Versuch 9), ist nämlich zu folgern, daß der Aktivator durch 
Pepton aus den Adsorbaten an Tonerde eluierbar ist. Aber die Vereinigung mit Pepton 
betrifft nicht die spezifische trypsinbindende Gruppe des Aktivators und sie scheint 
der Vermittlung von Begleitstoffen nicht zu bedürfen. 

Versuch 7. Hemmung der Trypsinaktivierung durch Casein, a) 0,60 ccm Enterokinaseaus- 
zug aus Darmschleimhaut vermischte man mit 2,2 ccm H3O 5.0 ccm öproz. Casein (Ham- 
marsten) + 2.00 ccm n-Ammoniak-Ammonchloridpnffer von = 8,6 (bei 30°), dann mit 

0,20 ccm Fankreasauszug [enth. 0,70 T.-(e.)] nnd beließ den Ansatz Vz Stimde bei 30°; die Be- 
stimmung auf Tryp.sin— Kinase ergab dann einen Aciditätszuwachs entspr, 0.06 ccm o,2n-KOH, 
eine erkennbare Aktivierung des Trypsins war also nicht cinge treten. 

b) Ehifluß von Casein nach Trypsiiieinwirkung. 0,60 ccm der Kinaselösuiig versetzte man 
ck) mit 0,02 ccm Pankreasauszug [enth. 0,07 T,-(e.)] -j 0,88 ccm HjO, ß) mit 0,90 ccm HjO rmd 
beließ sie 30 Minuten bei 30°; darauf vermischte man mit 5,0 ccm 6proz. Casein -j- 2,00 ccm 
n-Aiiimoniak-Ämmonchloridpuffer und a) 1,32, A) 1,02 ccm H2O, sodann weiterhin mit ix) 0, 18 ccm 
Pankreasauszug [entli, 0,63 T.-(e,)], ß] o,iS ccm Panlaeasauszug -f 0,30 ccm Trypsin— Kinase- 
lösung [enth. 0,07 T.-(e.) in aktivierter Form] und bestimmte die Ansätze auf Trypsin— Kinase. 
Der gemessene Aciditatszuwaclis entsprach a ) 0,43 und ß) o,j8 ccm 0,2 ii-KOH, es war also nach 
der Einwirkung emer geringen Mei^e Trypsin auf die Aktivatorlösung numnehr eine deutliche 
Aktivierung auch in Gegenwart von Casein zu bemerken. 

Versuch 8. Einfluß von Pepton auf die Aktivität der Enterokinase. 0,40 ccm Pankreas- 
auszug [enth. 1,4 T.-(e,)] beheß man nach dem Zusatz von a) 2,6 ccm H2O, b) 2,0 ccni H2O und 
c) 2,0 ccm HjO -f 0,60 ccm Kinaselösung 30 Minuten bei 30°; dann fügte man 2,00 ccm n-Ain- 
nioniak-Amnioncliloridpuffer von = 8,6 (bei 30*^) sowie 5,0 ccrii 3proz. Pepton (ex albumine, 
Merck) und im Ansätze zu b) noch 0,60 ccm Kinaselosung hinzu und bestimmte den Aciditäts- 
zuwachs nach 60 Minuten bei 30°; er betrtig a) 0,10, b) 0,62 und c) 0,89 ccm o,2n-KOH, Aus 
der geringen Differenz der in den Ansätzen zu b) und zu c) ermittelten Enzymwirkungeu geht 
hervor, daß die Aktivierung des Trypsins durch die Gegenwart von Pepton [Ansatz zu b)] nicht 
beeinträchtigt wird, 

Versuch 9. Einfluß von Pepton auf die Hemmung der Kinasewirkung durch Tonerde. 
0,40 ccm Pankreasauszug [enth. i,4T.-(e.)] vermischte man mit a) 2,0 cem HsO, b) 1,0 ccm 
H3O -}- 1,0 ccm [240] Toiierdesuspension Cj, (= 17,8 mg Ab03) 0,60 ccm Kiuaseauszug und 

beließ die Ansätze während 30 Minuten bei 30°; dann fügte man 5,0 can 3proz. Pepton (ex albu- 
nüne, Merck) -f- 2,00 can n- Ammoniak- Amiiionchloridpuffer von pn — 8,6 (bei 30"^) .sowie a) noch 
0,60 ccm Kinaselösung hinzu und ermittelte den Aeiditätszuwachs nach 60 Minuten bei 30°; 
erbetrug a)o,6i und 0,60, b)o,62 und 0,62 cem ü,2n-K0H, eine Hemmung der Trypsinaktivierung 
dmeh Tonerde war also in Gegenwart der Pcptonlösung nicht zu beobachten und die gemessene 
tryptischc Aktivität entsprach der in Versuch 8, b) für die nämlichen Wirkungsbedingungen 
beobachteten. 

Der Notgenieinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst 
für die zur Verfügung gestellten Mittel. 
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114. DARSTELLUNG VON ENTEROKINASEFREIEM TRYPSIN. 

Von Ernst Waldschmidt-Leitz und Kaj Linderström-Lang. 

(Achte Mitteilung zur Spezifität tierischer Proteasen.) 

(Aixs dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 8. IMärz 1927.) 

P'ür die Gewinnung kinasefreier Losungen von Trypsin haben E. Waldschmidt- 
Leitz, A. Schaffner und W. Grassmann ^ ein Verfahren beschrieben, das ,,in der Zer- 
legung der“ z. B. in den Glyceriiiauszügeii aus der Pankreasdrüse ,, vorliegenden Ge- 
mische von Trypsin und Tr>^psin-Kinase auf Grund spezifischer enzymatischer Affi- 
nitäten“ besteht. Man eluierte aus den Tonerdeadsorbaten der Enzynigemische mit 
Casein vorwiegend die aktivierte Komponente und gewann aus den Restadsorbaten 
dann das aktivatorfreie Trypsin durch die Einwirkung verdünnten Alkalis. Allein die 
Ausbeuten an diesem waren nur mäßige, das Verfahren zu verlustreich; es ist nun ver- 
bessert worden. Die Elution des aktivierten Enzym an teils mit einem spezifischen 
Substrate, Casein, wird ersetzt durch eine auswählende Adsorption an das Protein 
aus den ursprünglichen Enzymgemischen selbst. 

Das abgeänderte Verfahren, das wir beschreiben, beruht auf der spezifischen 
Adsorption von Trypsin-Kinase an einen [242] in der Enzymlösung selbst gebildeten 
Niederschlag von Casein; ähnliche Wege haben schon M. Bleibtreu und E. Atzler*) 
zur Isolierung des Ferments der Blutgerinnung, L. Ambard^) mit der Bindung von Amy- 
lase an Stärke eingeschlagen. Es ist von wesentlicher Bedeutung für den Adsorptions- 
effekt, daß die Ausfällung des Substrates in den Enzymlösungen selbst, am vorteil- 
haftesten in etwas gealterten Auszügen, vorgenommen wird ; sie ist viel wirksamer als 
eine Behandlung mit ungelöstem Substrat, beispielsweise die Einwirkung von Fibrin. 
Auf diese besonders günstige Adsorptionswirkung in der Lösung selbstgebildeter Ad- 
sorbentien haben schon R. Willstättek, K. Schneider und E. Wenzel 5 ) aufmerksam 

^ Diese Zs. Bd. 156, S. 68. und zwar S. 84ff. [1926]. 

9 Pflügers Arch. Bd. i8r, S. 340 [1920]; Bd. 194, vS. 318 [1922J. 

Soc. Biol. Bd. 83, S. 1458; Bd. 84, S. 230 [1921]. 

3 ) Diese Zs. Bd. 151. S. i, und zwar S. 4 [1925/26] 57). 
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gemadit ; es war ihnen nämlich auf diesem Wege, mit lyösungen der Hefesaccharase, 
gelungen, „das Enzym von dem Produkt seiner Inaktivierung zu trennen“. 

Die Bindung der Trypsin— Kinase an ihr aus den Enzymlösungen gefälltes Substrat 
Casein, über die unsere Versuche berichten, ist spezifisch; sie betnfft nur das aktivierte 
und gar nicht das nichtaktivierte Enzym. So beschränken sich die beobachteten Ver- 
luste an Trypsin bei dem neuen Verfahren auf die üblichen mechanischen Einbußen 
bei der präparativen Arbeit und es wird durch mehrmalige Anwendung der Fällung 
mit Casein, zweckmäßig bei — 5,2, erreicht, daß das Trypsin in guter Ausbeute 
und frei von Trypsin— Kinase in den Mutterlaugen verbleibt. Um es in proteolytisch 
einheitlichem Zustande zu gewinnen, befreit man es dann nach den Angaben von 
E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck^ noch von dem beigemengten creptischen 
Enzym. Es ist nämlich vorteilhafter, zuerst von Trypsin— Kinase und dann vom 
Erepsin abzutrennen, da bei der Fraktionierung der rohen Enzymlosungen mit Tonerde 
bei saurer Reaktion eine Zunahme des relativen [243] Trypsin— Kinasegehaltes infolge 
spontaner Aktivierung einzutreten pflegt; sie ist nach vorangegangener Abtrennung 
der Trypsin— Kinase nicht mehr beobachtet worden. 

Die Anschauung, die wir vertreten daß die spezifische Wirkung der Enterokinase 
auf Trypsin ,, nicht oder nicht allein in einer Steigerung der Zerfallstendenz der Enzym— 
Substratverbindung, sondern daß sie in der Vermittlung der Bindung des Trypsins an 
gewisse Substrate besteht", gewinnt an Sicherheit durch die Beobachtung, daß auch 
die Adsorption der Trypsin-Kinase an Casein, nicht nur ihre Elution aus Adsorbaten, 
eine spezifische ist. Man hat diese Tatsache bei der Beurteilung der von J. H. Nor- 
throp^) vertretenen Vorstellung zu berücksichtigen, wonach cs fraglich erscheine, ob 
die enzymatische Hydrolyse der Eiweißkörper der intermediären Bildung einer Enzym- 
Substratverbindung zur Reaktionsvermittlung bedarf. Die vermittelnde Funktion 
der Enterokinase, die wir beobachten, erlaubt die Schlußfolgerung, daß man wie bei 
anderen enzymatischen Reaktionen auch bei der Wirkung der Proteasen die inter- 
mediäre Bildung von Enzym-Substratverbindungen anzunehmen hat. 

Versuche. 

Die Bestimmung des gesamten Trypsingehaltes der Rösungen folgte dem von 

R. Wilestätter, E. Waldschmidt-Eeitz, S. Dunaiturria und G. Künstner^} mit 
Casein beschriebenen Verfahren. Auch die Prüfung auf Trypsin— Kinase, also ohne 
besondere Aktivierung mit Enterokinase, nahmen wir nach diesem Verfahren vor, 
aber zur Steigerung der Empfindlichkeit unter Anwendung größerer Enzymmengen 
und der längeren Bestimmungsdauer von 2 Stunden. 

4 Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 303 [1925]; Bd. 149, S. 203, und zwar S. 214 [1925] 
{Abh. log und iro); siehe dazu E.Wai,dschmidT-LeiTz, A. Schäefner und W, Grassmann, Diese 
Zs. Bd. 156, S. 68, und zwar S. 82 [1926], 

Vgl. H. Waedschmidt-Leixz, A. Schaffner vmd W. Grassmann, a. a. 0., und zwar . 

S. 85 [1926]. 

*) J. of gen. Physiol. Bd. 5, S. 263 [1922/23]; Die Katurw^enschaften Bd. 11, S. 713 [1923]. 

3 ) Diese Zs, Bd. 16 1, S. 191, und zwar S. 206 [1926] {Abk. 103): 
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[244] Tabelle i. 

Fraktionierung von Trypsin und Trypsin— Kinase mit Casein und Fibrin bei s= 4,7, 
{20 ccm Glycerinauszug aus Pankreas, enth. 140 T.-{e.), davon 1,88 T.-(e.), d. i. 1,2 % in aktivierter 
Form; 20 ccm HjO; zugefiigt a) öproz. Casein (Hammarsten), darauf gefällt durch Zusatz von 
n-EssigvSäure {p^. — 4,7) und filtriert, bzw. Filtrat in gleicher Weise weiter fraktioniert, b) Fibrin 
(fest); Mutterlaugen bestimmt nach Filtration, bzw. Abschleudern in der Zentrifuge.) 


Vers,' 
Xr. ! 

Angew. Reagens 

g 

Ausbeute in der Muttcr- 
Imige (%) 

Ttvpsin Trypsin- 

- Kinase 

I 

Casein 

1,2 

108 

43 

2 


2,4 

100 

36 

3 


1,2 1 

99 

46 

4 


1,2 -f 0,6 

lOI 

; 30 

5 

1 Casein, i . Einw. 

0,6 

9 ^ 

i 50 


^ M 2 . 


94 

45 

6 ^ 

1 - 3 - .. 

0,3 

102 

3 « 


1 Fibrin 

1,0 

93 

98 


Tabelle 2. 

Fraktionierung von Trypsin und Trypsin— Kinase mit Casein bei ~ 5,2. 

(20 ccm Glycerinauszug, enth. 140 T.-(e.), davon 1,88 T.-(e.), d. i. 1,2% in aktivierter Form ; 
20 ccm öproz. (Dasein (Hammarsten), gefällt durch ZuvSatz von 2,8 ccm n-Fssigsäure (/>h = 5,2), 
filtriert; zum Filtrat zugefügt 10 ccm Caseiulösung -|- 1,2 ccm n-FÄsigsäme {pn — 5,2), wiederum 
filtriert; Fdtrat nochmals in gleicher Weise mit 10 ccm Cascinlösung + 1,2 ccm 11-Essig.säure 
behandelt; Operationen ausgeführt unter Kühlung mit Kälteinisclmng ; Fnzyinausbeuteu mit 
0.30 (für Trypsin), bzw. 3,0 ccm (für Trypsin— Kinase) der letzten Mutterlauge bestüimit; Be- 
st imnuingsdauer 20, bzw. 120 Minuten.) 


Aciclitälszuwaclis (ccm o,2n-KÜH) 


Vers.- 

Nr. 

Beobachtet 

i Eer. f. too proz. 

Ausbeute 

Aiislieutf 

■ {%) 


Trypsin 

Trypsin- 

Kinase 

Trypsin 

1 Tryjisiii— 
Kinase , 

[ ■ 

Trypsin 

Trypsin- 

Kinase 

I j 

0.47 

1 0,03 

1 

0,50 

! 0,42 

94 

0 

2 

0,53 

0,05 

0-55 

0,46 

95 1 

ü 

3 1 

0,48 

: 0,04 

0,54 1 

' 0,46 

88 

0 


[245] Tabelle 3. 

Fraktionierung mit Casein und spontane Aktivierung. 

Glycerinauszug, durch dreimalige Behandlimg mit Casein von Trypsin— Kinase befreit und neutra- 
lisiert bei Zimmertemperatur aufbewahrt; Vergleich.slösung; Auszug, mit Aminonacetatlösung 
in gleicher Weise verdünnt; bestimmt mit je 3,0 ccm, 2 Stunden.) 



1 Aciditätszii wachs 


Enzymlösung 

(ccm 0,3 n-KOH) nach 


w 1 3 , 

20 Stdn, 

Auszug, mit Amraonacetat verdünnt 

0,31 1 0,66 ! 

1,14 

Auszug, mit Casein behandelt . . . 

0,03 I 0,02 1 

0,30 


Beispiel für die Darstellung von enterokinase- und erepsinf reiem 

Trypsin. 

20 ccm Glycerinauszug aus Pankreas enth. 140 T.-(e.) [0,10 ccm : 0,80 ccm 0,2 n- 
KOH, o,7oT.“(e.)], davon i,88T,-(e.), d.i. 1,2 % in aktivierter Form (2,0 ccm, 2 Stunden : 
0,66 ccm o, 2 n-KOH), wurden mit 20 ccm öproz, Caseinlösung (Hammarsten) versetzt, 
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in Kältemischung abgektihlt und nach etwa 5 Minuten durch Zusatz von 2,8 ccmn-Essig- 
säure unter Umschütteln gefällt; 22 ccm der von der Fällung sogleich durch Filtration 
getrennten Mutterlauge fing man in 10 ccm öproz., gekühlter Caseinlösung auf und 
fällte sie erneut durch sofortigen Zusatz von 1,2 ccmn-Kssigsäure; 15 ccm der wiederum 
durch Filtration vom Niederschlage getrennten und mit 10 ccm 6proz., kalter Casein- 
lösung vermischten Mutterlauge befreite man durch Zusatz von 1,2 ccm n-Essigsäure 
und Filtration von den letzten Anteilen Trypsin— Kinase; sie enthielt dann in 25 ccm 
35,8 T.-(e.) [0,30 ccm: 0,53 ccm o,2n-KOH, 0,43 T.-(e.)] neben 0,0136 P.Er.E. 
(1,00 ccm, 240 Minuten: 1,30 ccm o,2n-KOH (Eeucylglycin) ; ^ = 0,000545), aber 
keine nachweisbare Menge Trypsin— Kinase mehr (3,0 ccm, 2 Stunden : Q,04 ccm 
o,2n-KOH). Die unter Berücksichtigung der erfolgten Verdünnung berechnete Aus- 
beute an Trypsin belief sich auf 95%. 

13 ccm der kinasefreien Eösung behandelte man dreimal mit je 0,50 ccm Tonerde- 
suspension Cj; (= je 8,9 mg AI2O3) [246] und trennte in der Zentrifuge von den Adsor- 
baten; die erhaltene Adsorptionsmutterlauge (13 ccm) war frei von Trypsin— Kinase 
(3,0 ccm, 2 Stunden: 0,03 ccm 0,2 n-KOH) und von Erepsin [1,0 ccm, 270 Minuten: 
0,07 ccm o,2n-KOH (Eeucylglycin)] und sie entliielt noch insgesamt ii,4T.-(e.) [0,40 ccm : 
0,45 ccm o,2n-KOH, o,36T.-(e.)], d. i. 62% der vor der Abtrennung des Erepsins 
gemessenen Trypsinnienge. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst 
für die zur Verfügung gestellten Mittel. 
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115. UBER DIE ENZYMATISCHEN WIRKUNGEN VON 
PANKREAS- UND DARMSEKRET. 

Von Ernst Waldschmidt-Leitz und Johanna Waldschmidt-Graser. 

(Neunte Mitteilung zur Spezifität tierischer Proteasen.) 

(Aus dem Physiologischen Institut der Haniburgischen Universität [Direktor; Prof. Dr. 0 . KksT- 
NER], Eppendorfer Krankenhaus, und dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 8. März 1927.) 

Herrn Prof. Dr. O. Kestner, Hamburg, verdanken wir die Anregung, die gewonne- 
nen Beobachtungen über die enzymatischen Wirkungen von Pankreasdrüse und Darm- 
schleimhaut und ihren Auszügen an den natürlichen Sekreten dieser Organe nachzii- 
prüfen ; wir schulden ihm für die liebenswürdige Überlassung von Untersuchungsmaterial 
der frischen Sekrete von Fistelhunden, und von Arbeitsmöglichkeit in seinem Institute, 
in dem die Untersuchung ausgeführt wurde, sowie für sein großzügiges Entgegenkom- 
men aufrichtigen Dank. 

Die neuen Erkenntnisse über die Eigenschaften und die spezifischen Wirkungen 
der Pankreasproteasen, von denen E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck^ vor 
einiger Zeit berichtet haben, sind an dem Enzymmaterial der getrockneten Drüse ge- 
wonnen worden; sie bedurften noch einer Einschränkung, nämlich hinsichtlich ihrer 
Übertragung auf das Sekret der Drüse selbst. Es war naheliegend, aber noch ungewiß, 
daß ,,im Pankreassaft die nämlichen Enzyme sich finden, die in den Auszügen der 
getrockneten Drüsensubstanz beobachtet werden''^ 

[248] Die Prüfung der enzymatischen Wirkungen von reinem pankreatischem Fistel- 
saft und ihre Spezifizierung, die wir vorgenommen haben, hat unsere Annahme be- 
stätigt, daß qualitative Unterschiede zwischen den proteolytischen Wirkungen des 
Sekrets und denen der Drüsenauszüge nicht zu erkennen sind; diese Feststellung, die 
die älteren Angaben von E. Fischer und E. Abderhalden *) berichtigt, ist auch in 

^ Diese Zs. Bd. 147, S. 286; Bd. 149, S. 203 [1925] {Abh. log und iio). 

^ Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 291 [1925]. 

Diese Zs, Bd, 46, S. 52 [1905]. 
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neueren Ausführungen von B. Abderhaeden^ „Über die Hydrolyse von Polypeptiden 
durch Fermente*' anerkannt worden. Allein der Vergleich der enzymatischen Wir- 
kungen in Pankreasdrüse und Pankreassekret, die quaütativ übereinstimmen, hat zu 
wichtigen und neuartigen Erkenntnissen über die Mengen- und über die Konzentra- 
tionsverhältnisse der pankreatischen Enzyme in den beiden Ausgangs- 
materialien geführt. So ergibt sich aus unseren Versuchen, daß der Gehalt der nor- 
malen, z. B, auf hormonalen Reiz abgesonderten pankreatischen Sekrete an den 
vier wichtigsten Enzymen, Eipase, Amylase, Trypsin und Erepsin, nicht etwa, 
wie man anzunehmen geneigt wäre, höher, sondern daß er erheblich, z. B, 5 bis 
lomal niedriger gefunden wird als der der rohen Glycerinauszüge aus.getrock- 
neter Drüsensubstanz. Aber das Pankreassekret ist auch nicht enzymatisch 
reiner als die Drüse selbst. Es geht aus unseren Belegen hervor, daß die enzy- 
matische Konzentration, der Reinheitsgrad, im Pankreassaft nur für das tryptische 
Enzym die in der getrockneten Drüse des nämlichen Tieres gemessene übertrifft, daß 
sie dagegen für die drei anderen untersuchten Enzyme, Eipase, Amylase und Erepsin, 
teilweise erheblich geringer gefunden wird; die Drüse gibt also an das Sekret in diesen 
Fällen verhältnismäßig mehr nichtenzymatische als enzymatische Inhaltsstoffe ab. 
In der Eignung für analytische und präparative Untersuchungen sind die Enzymlösungen 
aus der getrockneten Drüsensubstanz den natürlichen pankreatischen Sekreten weit 
überlegen^ zumal [249] die Beständigkeit der Enzyme in dem verdünnteren, wäßrig- 
alkalischen Sekret, vor allem die der proteolytischen, eine viel geringere ist; jene sind 
auch in ihrer Beschaffenheit unabhängig von dem wechselnden Zustande des lebenden 
Tiermaterials. 

Die Anwendung von Auszügen aus der Drüse selbst für die Beschreibung der Pan- 
kreasenzyme ist auch unbedenklich, man läuft nicht Gefahr, daß Störungen durch die 
Beimengung sekretfremder Gewebsenzyme eintreten. Der Gehalt der Drüse an sezer- 
nierbaren Enzymen wird in jedem Falle so bedeutend sein, daß der Einfluß etwa vor- 
handener und unterscheidbarer, aber nichtsezernierter Zellenzyme zu vernachlässigen 
ist. So erbringen wir in der vorliegenden Abhandlung für das Erepsin in der Pankreas- 
drüse und im Pankreassaft den Nachweis, daß seine Aktivität gegenüber einer Reihe 
einfacher Peptide in Saft und Drüse sowohl wie mit der des Darmerepsins in der Schleim- 
haut und im natürlichen Darmsaite übereinstimmt. Die Annahme zweier verschiedener 
ereptischer Enzyme in der Pankreasdrüse, eines sezernierbaren und eines nichtsezer- 
nierten, die früher berechtigt schien, ist auszuschließen. Die Identität von Pankreas- 
und Darmerepsin andererseits, die E. WaedsChmidt-Eeitz und A. Schäefner^) aus 

* Diese Zs. Bd. 15 1, S. 151 [1925/26]. 

3 Die Verwendung von Auszügen aus getrocknetem Pankreas zur Beschieibimg und Rei- 
nigung des lipatischen (R.WieesTÄTTER und E. WaedschmidT-EeiTz, Diese Zs. Bd. 125, S. 132 
[1922/23] [Ähh. 59}), des diastatischen {R. WieestäTTEr, E, WAEOSCHMiDT-IvEm und A. R. F. 
Hesse, Diese Zs. Bd. 126, S. 143 [1922/23], Bd. 142, S. 14 [1924/25] [Ähh. 90 und g 8 )) und der 
proteolytischen Enzyme (E.WaedschmidX-EEIXz und A. HarXEneck, Diese Zs. Bd. 147, S. 286; 
Bd. 149, S. 203 [1925] [Abh. log und iio)) wird dadurch gerechtfertigt. 

’) Diese Zs. Bd. 151, S. 31, und zwar S. 34 [t925/26] [Abk 112). 
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ihren Beobachtungen gefolgert haben, wird weiter gestützt durch die Feststellung, 
daß das Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten bei der Hydrolyse verschiedener 
Peptide auch durch das natürliche Pankreas- und Darmsekret übereinstimmt, so wie 
es früher für den Vergleich der Erepsinlösuugen aus Pankreasdrüse und Damischleim- 
häut belegt worden ist^ Wir haben mit dem Versuch begonnen, unsere Annahme 
über die beiden Enzyme durch vergleichende, exakte Affinitätsmessungen au einfachen 
Substraten, die gefordert werden müssen, noch zu erhärten. 

[250] Weitere Beobachtungen, über die wir berichten, betreffen die enzymatischen 
Wirkungen des natürlichen, von der Darmschleimhaut abgegebenen Sekrets, wie man 
es bei der Spülung isolierter Darmschlingeii gewinnt. Es hat sich gezeigt, daß das intest- 
inale Sekret auch nach monatelanger Isolierung des geprüften Dünndarniabschnitts 
stets reichliche Mengen von Erepsin enthält, dessen Betrag nach der Art der zugeführten 
sekretionsanregenden Lösung in weiten Grenzen wechselt. Die Angaben von O. Cohn- 
HEiM^) über die besondere Existenz des Darmerepsins und über seine besondere Sekre- 
tion, die zuweilen bestritten worden sind 3), bestätigen sich also. Allein es ist sehr be- 
merkenswert, daß das normale, von Fremdstoffen und Leukocyten freie Sekret der 
isolierten Darmschlinge unabhängig von der Art seiner Reizung, wie unsere Ver- 
suche belegen, nicht nur kein Trypsin, sondern auch keine Entcrokinase mehr 
aufweist. Wir folgern daraus, daß der Gehalt der Darmschleimhaut an Entcrokinase 
von der Zufuhr pankreatischen Sekretes abhängt, in welchem sich der Aktivator nach 
den Beobachtungen von E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck^) in Form einer 
unwirksamen Vorstufe findet. Die Vorstellung, die wir zur Erörterung stellten^) und 
der diese Feststellung entspricht, daß ,,der Befund , . . von Enterokinase in dem 
Sekrete der Schleimhaut auf einer sekundären Anhäufung ... in deren Drüsenzellen 
beruht'' und daß ,,die Umwandlung der“ von der Pankreasdrüse ausgebildeten ,, Akti- 
vatorvorstufe in das fertige Produkt . . . sich dann in den Zellen der Darmschleimhaut 
vollzieht“, wird weiter gestützt durch die Beobachtung, daß auch der Kinasegehalt in 
der Darmschleimhaut selbst nach der Entfernung des Pankreas schon nach [251] einigen 
Tagen nur noch geringfügig ist^]. Während also das Darmerepsin trotz seiner Identität 
mit dem Pankreasenzym, die man anzunehmen hat, als echtes, primäres Sekretions- 
produkt der Darmschleimhaut zu gelten hat, scheint die Enterokinase ihre eigentliche 
Entstehung der Pankreasdrüse zu verdanken ; ihre Absonderung mit dem intestinalen 
Sekret ist bedingt durch die Zufuhr ihrer Vorstufe aus dem Pankreas. 

* A. a. 0 ., und zwar S. 54 [1925/26]. 

Diese Zs. Ed. 33, S. 451 [1901]; Ed. 35, S. 134; Ed. 36, S. 13 [1902]; Bd. 47. S. 286; 
Ed. 49, S. 64; Ed. 51, ö. 415 [1906]. 

*) Siehe dazu FoÄ, Arch. di Fis. Bd. 5, S. i [1908]; C. Gcaessner und A. Staubkr, Eiocheni. 
Zs. Bd, 25, S. 204 [1910]; siehe dagegen J. AmanTEA, Arch. di Farm. Bd. 27, S. 109 [1919]; Arcb. 
ital. Biol. Bd. 71, S. 64 [1922]. 

3 ) Diese Zs. Bd. 149, S. 221 [1925]. 

A. a. 0 ., und zwar S. 224 ff. [1925]. 

Vgl. damit die Beobachtungen von W. SawiXSCH, Soc, des Med. russes, St. Petersbourg 
1900/01 und von FoÄ, Arcli. di Fis. Bd. 5, S. i [1908]; Biocheni. Zbl. Bd, 7, S. 2332 [1908]. 



1526 


E. WALDSCEttXIDX-E-Em und J . WAI4DSCHMIDX-GRASER: 

Versuche. 

I. Vergleich der enzymatischen Aktivitäten von Pankreassaft und 

Pankreasdrüse. 

Die Versuche, die den Vergleich des Bnzymgehaltes von frischem Hundepankreas- 
saft einerseits, von Hundetrockenpankreas bzw. Glycerinauszug aus getrocknetem 
Schweinepankreas andererseits betreffen und deren Ergebnisse wir im folgenden be- 
schreiben, haben die Bedeutung, daß sie das Vorkommen der einzelnen, in den Präpa- 
raten aus der Pankreasdrüse selbst nachgewiesenen Enzyme im normalen Bauch- 
speichel bestätigen und daß sie. wichtige Anhaltspunkte ergeben für die Eignung der 
verglichenen Präparate zur Anreicherung und Beschreibung ihrer enzymatischen Kom- 
ponenten. Die frisch geprüften Pankreassekrete und Pankreasdrüsen entstammten 
verschiedenen Versuchstieren, man gewann das Sekret teils aus Duodenalfisteln am 
Pankreasausfülirungsgang nach der Eingabe verdünnter Salzsäure in den Darm, und 
zwar mit 2 und ohne Ableitung der Galle, teils durch unmittelbares Anschneiden des 
Pankreasgangs und nach der Injektion von Sekretin; es war in jedem Falle frei von 
Beimengungen aus dem MageiD. Bei der Bestimmung der einzelnen Enzyme 


[252] Tabelle!. Enzynigehalt von Pankreassekreten und Pankreasdrüsenpraparateii. 





Gehalt pro ccm, "bzw. (b. Trockenpräparat) o,iog an 

Versuchsdatiim 

Eiizyinmaterial 

Versuchstier 

Ttvpsin— 

Trypsin- 

Erepsin 

Eipasc 

Amylase 





T.-(e) 

P.Er.-E. 

E.E. 

Am.E;. 


Saft aus Duodenal- 







26. X. 1926 

fisteln, gallenfrei, auf 

Hund I 

4,80 

1.33 

2,9 

— 

— 


o,i-n-HCl 







2 , XI. 1926 

do. 

I 

0,96 

— 

2.7 

0,14 

0,326 

20. XI. 1926 

do. 

„ I 

4.36 

— 

7.3 

0,15 

0,327 


Saft aus Duodenal- 







26. X. 1926 

fistelii, galleiihaltig, 

^ M n 

1.93 

1,60 

i»5 

1 — 

— 


1 auf o,i‘n-HCl 







6. XI. 192Ö 

Pankreassaft, direkt 
gew., auf Sekretin 

. HI 

444 

0 

0,9 

i 

1 

1 

0.530 


Pankreasdrüse 

IV 




1 

0,28 

0,808 

II. XI. 1926 

getrocknet^) 

5.50 

0 

9.0 

21, X. 1926 

i Glycerinauszug i : 10 

1 aus Trockenpankreas 

: Schwein 

8,00 

0,09 

! 21 

; 3.50 

4.28 


[252] folgt man den früher beschriebenen Methoden i], die Prüfung auf tryptische 
Wirkung wurde zur Bestimmung des Aktivierungsgrades mit und ohne vorherige 
Einwirkung von Enterokinaselösung aus Schweinedarm ausgeführt. 


* Siehe dazu 0. Cohnheim und Ph. KnEE, diese Zs. Bd, 78, S. 464 [1912]. 

3 Eine Verunreinigung durch geringe Mengen Darmsekret war indessen nicht ausgeschlossen. 

'} Nach dem von R. WiEESTÄXTER und E. WAEDSCHMlDT-IyEiTZ angegebenen Verfahren, 
diese Zs. Bd. 125, S. 132, und zwar S. 148 [1922/23]. 

’] Siehe R. WiEESTÄTTER, E. Waedschmii)T-LEITZ, S. DunaiXurria und G, KünSTnER, diese 
Zs. Bd. 161. S. 191. und zwar S. 206 [1925/26] (Trypsin); E. WAEDSCHMrDT-hbEiTz und A. Har- 
TENECK, diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 292 [1925] (Erepsin); R. WrrxSTÄTTER, E. Waed- 
SCHMedX-Eeixz und Fr. ;NIemmen, diese Zs. Bd. 125, S. 91, und zwar S. iio [1922/23] (Lipase); 
R. WiEESTÄXTER, E. WaedschmidX-LEIXZ und A. R. F. HESSE, diese Zs. Bd. 126, S. 143, und 
zwar S. 15 s [1922/23] (Amylase). 
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Aus der Tabelle geht hervor, daß trotz der zum Teil beträchtlichen Schwankungen, 
die der Enzymgehalt des paiikreatischen Sekretes, sei es verschiedener Tiere, sei es des 
nämlichen Tieres zu verschiedenen Zeiten aufweist, getrocknetes Drüsenniaterial oder 
Drüsenextrakt, mit den üblichen Mengen Extraktionsmittel bereitet, in allen Beispielen 
verhältnismäßig größere Enzymmengen enthält. Der quantitative Unterschied, der 
für den angeführten Vergleich von Hundesekret und Hundedrüse in allen Fällen deutlich 
genug ist, tritt besonders hervor bei der Gegenüberstellung mit dem Auszug aus getrock- 
netem Schweinepankreas, dessen Enzymgehalt, vor allem der lipatische und der amy- 
latische, weitaus am günstigsten gefunden wird, 

Tabelle 2. 

Fnzymgehalt und Reinheitsgrad in Pankreasdrüse und -sekret des iiämliclieii 

Hundes. 

{Saft durch direktes Anschneiden de,s Ausführungsganges auf Injektion von Sekrethi gewonnen 
und sogleich bestimmt; Drüse getrocknet mit Aceton und Äther.) 


■Rnz}-in 

j Enzj-mineiige (Enzymeinheiten) in 

1 Reinheitsgrad (Knzyniwert) von 

r,o ccm Saft 

0,10 g Trockendriisc 

Saft 

Trockendriisc 

Trypsin . . 

4,40 

3^90 

1,52 

«*39 

Krepsin . . 

0,000055 

1 0,0011 

0,0000191 

! 0,00011 

Lipase . . 

0,26 

1.34 

0.113 

0.134 

Amylase . 

I. 7 S 

1 14.5 

0,607 

' 1.45 


[254] Der Vergleich der Enzymmengen in Sekret und Organ verschiedener Tiere, 
den die Tabelle veranschaulicht, könnte unsicher erscheinen, obgleich er durch eine 
Reihe gleichsinniger Beispiele belegt wird. Allein die Bestimmung von Enzymgehalt 
tind von enzymatischer Konzentration in Saft und Drüse des nämlichen Individuums, 
die wir vorgenommen haben und die in Tab. 2 beschrieben wird, bestätigt die gewonne- 
nen Erkenntnisse. Nur für Menge und Konzentration des trpytischen Enzyms, in dem 
untersuchten Beispiele unverhältnismäßig hoch, ergibt die Messung des pankreatischen 
Sekrets höhere Werte, während für die übrigen geprüften Enzyme, Erepsin, Lipase 
und Amylase, sowohl ihre Menge in vergleichbaren Anteilen der Präparate wie auch 
ihr Reinheitsgrad, der in den Enzymwerten zum Ausdruck kommt, in der Drüse selbst 
günstiger gefunden wird. Für die präparative und für die analytische Untersuchung 
irgend eines pankreatischen Enzyms werden also Auszüge, z. B. Glycerinauszüge aus 
der Drüsensubstanz selbst, die haltbarer und die leichter zu gewinnen und zu reprodu- 
zieren sind, den Drüsensekreten in den meisten Fällen vorzuziehen sein. 

2. Über den Gehalt des Darmsafts an Erepsin und Enterokinase. 

Die Angaben der Literatur über das Vorkommen von Erepsin im reinen Darm- 
sekret sind widersprechend. Den Beobachtungen von 0 . Cohnheim ^ die von J. Aman- 
TEA2 bestätigt worden sind, daß die Darmschleimhaut auch bei pankreaslosen Tieren 

* Diese Zs. Bd. 36, S. 13 [1902]; Bd. 47, S. 286 [1906]; siehe dazu S. Salaskin, Diese Zs. 
Bd, 35, S. 419 [1902], 

* Arch. di Farm. Bd. 27, S. 109 [1919I; Arch. ital. Biol. Bd. 71, S. 64 [1922]. 
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Erepsin enthalte, stehen Befunde von G. Gi^aessner und A. Stäuber ^ einerseits, von 
Foa^ andererseits gegenüber, wonach in der Schleimhaut bzw. in ihrem Sekrete nach 
längerer Isolierung vom Pankreas kein Erepsin mehr nachzuweisen sei; man glaubte 
seinen Ursprung auf das [255] Pankreas zurückführen zu können. Ebenso wenig ein- 
heitlich sind die Aussagen der Uiteratur über Vorkommen und Produktion der Entero- 
kinase in isolierten Darmabschnitten. Während W. Sawitsch^) sowie FoA^) den Akti- 
vator im Sekrete und in den Auszügen der vom Pankreassafte isolierten Schleimhaut 
vermissen, geben E. Pozerski und S. Krongoed^) an, daß in verpflanzten Darmstücken 
die Enterokinasewirkung im Gegensatz zu enzymatischen Wirkungen der Schleimhaut 
erhalten bleibe. 

Tabelle 3. 

Eiizyingehalt in normalem Darmsekret aus Vellaschlinge vom Hund. 
(Injizierte Lösungen enthalten 0,9 % NaCl^ Gehalt an Hnterokinase bestimmt durch Finwirkimg 
auf 0,10 ccm inaktiven Glycefiiiaiiszi:ig (i: 10) aus Schweinetrockenpankreas, enthaltend 0,70 T.(e.), 
ausgedrückt durch die Anzahl vollaktivierter T,-(e.); Bestimmui^en ausgefülut schleich nach 
Gewiummg des Sekrets, Gehalte beziehen sicli auf Gesamtmenge des Sekrets.) 


Datum 

1926 

1 Injizierte I/isuttg 

gew. 

Sekr. 

ecm 

1 Tryps.-Geh. j 

j Erepsin -Geh. | 

1 Kinase- Gell. 


ccm 

ang. 

ccm 

T.-(e.) 

ang. 

ccm 

Er.E. 

ang. 

ccm 

entspr. 

T.-(e.) 

30. X. 

o,oin-HCl 

1 

40 

28 

27 

1 

! 0 

5.0 

0,001 3 

0.5 

0 

4. XI. 

0,01 n-HCl 

88 

70 

2.5 i 

, 0 

5.0 

0,0060 

1,0 

0 

30, X. 

I % NaHCOj 

50 

40 

2.5 i 

0 

5.0 

0,023 

1,0 

0 

II, XI. 

I % NaHCO, 

90 

95 

2.5 i 

0 

5.0 

0,022 

7,0 

0 

25, XI. 

r «/oNaHCOj 

85 

65 

— 

0 

5.0 

0,022 

1,0 

0 

II. XL 

0,9% NaCl 

88 

30 

2.5 ! 

0 

5.0 

0,00084 

1,0 

0 


Den angefülnrten Beobachtungen liegen in keinem Falle exakte Aktivitätsmessungen 
an spezifischen Substraten zugrunde ; sie bedurften der Nachprüfung mit verbesserter 
Methodik. Es hat sich ergeben, wie die in der nachfolgenden Tab. 3 mitgeteilten Be- 
lege erweisen, daß im Sekrete Vellascher Darmschlingen auch nach monatelanger Isolie- 
rung derselben vom übrigen Darm und vom Pankreas stets reichhehe Mengen von 
Darmerepsin nachzuweisen sind, dessen Sekretion nach der [256] Einführung alkahscher 
Lösungen in das Darmlumen im Vergleich mit sauren Spülungen beträchtlich verstärkt 
ist. Dagegen war in keinem der untersuchten Beispiele in normalem, reinem Darm- 
sekrete die Gegenwart von Trypsin oder von Enterokinasc zu beobachten. Wenn 
in gewissen Fällen, wie wir gefunden haben, Enterokinase bei der Spülung des isolierten 
Darmabschnittes beobachtet wird, so ist sie auf die Beimengung von Leuk«cyten aus 
den Follikeln der Darmwand zurückzuführen, auf deren Kinasegehalt schon die Unter- 
suchungen von C. De:lezenne*] hingewiesen haben. Ihre Menge nimmt in solchen Fällen, 
bei der Spülung vereiterter Darmschlingen, bei wiederholter Injektion ab und ver- 
schwindet dann ganz, sie geht parallel mit dem Leukocytengehalt des Sekrets, während 

3 Biochem. Zs. Bd. 25, S. 204 [1910]. 

^ Arch. di Hs. Bd. 5, S. i [1908]; Biochem. Zbl. Bd, 7, S. 2332 [1908]. 

*} Soc. des Med. russes St. Petersbourg 1900/01. *) A. a. 0 . 

3 ) Soc. Biol. Bd. 77, S. 278 u. 330 [1914]. 

'] Soc. Biol. Bd. 54, S, 590, 691, 693 [1902]; Bd. 56, S. 166 [1904]. 
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Tabelle 4, 

Knzymgehalt in leukocytenhaltigem Darmsekret aus Vellaschlinge. 
(Operationen und Bestimmungen ausgeführt, wie für Tab. 3 angegeben.) 


Uatum 

1926 

Injizierte Uosi 

jiig 

ccm 

gew, 

Sekr. 

ccm 

Tryps.-Geb. 

i T.-(e.) 
ccm ^ 

Erepsiii-Oeli, 

""*• 1 Er.E. 

ccm 1 

Kiuasc-Geli. 

entspr, 

ccm 1 

12. XI. 

1 % NaHCOj 
i.Injekt. 

90 

95 

2,5 : 

0 

‘l.o 

! 

' 0,050 

1 1 
1,0 

M 3 


1,5 % Na2SÜ4 1 
2. Injekt. 

90 

95 

2,5 

0 

1 

0,045 

1 1,0 

52 


0,005 a-HCl 

3. Injekt. j 

90 

60 

2,5 

i 

1 0 

53 > ; 

1 

0,019 

' 1,0 

0 

16. XI. 

0,9% NaCl 

I . Injekt. 

90 

25 


1 

1 

1 

' 5,0 i 

0,007^5 

1 1 

! ^,0 j 

24 


2. 

90 

35 

~ 

— 

5,0 1 

0,014 

1,0 ! 

— 


3 - .. ' 

90 

36 


— 

5.0 

‘ 0,013 

i,ü 

4.7 

19. XL 

0,9% NaCI 

I. Injekt. 

90 

25 

j 



! 



1,0 

50 


2. ,, ^ 

90 

30 

- 

— 

— 


1,0 

7.2 


3 - -- ' , 

90 

50 

— i 


— , 

„ 1 

1,0 

4.5 


[257] , ' Tabelle 5. 

Enzynigehalt in frischer Darinschlciniliaut. 

(Schleimhaut präpariert durdi Waschen mit Wasser und Abschaben ; Bestimmungen ausgeführt, 
wie für Tab. 3 angegeben; Angaben beziehen sich auf 1,0 g frische Schleimhaut.) 




Gehalt an 


A'ersuchstier 

Tryjjein 

Krepsin 

1 Kinase 


T.-(e,) 

i Er.E. 

entspr, T.-(e.) 

Katze, normal 

0,28 

0,012 

5.0 

Hund, 8 Tage nach Entfernung der Pankreasdrüse 

0,12 

0,0045 

0,14 


die vergleichsweise bestimmte Menge des ereptischen Etizyms bei solchen Vor- 
nahmen keinen Rückgang erfährt (Tab. 4). Es ist daraus zu folgern, daß nur das 
Erepsin, nicht aber die Enterokinasc als ursprüngliches Sekretionsprodukt der Darni- 
schleimhaut zu gelten hat; der Aktivator scheint vielmehr von den Zellen der Darm- 
schleimhaut dem pankreatischen Sekrete entnommen zu werden, mit welchem er in 
Form einer Vorstufe von der Pankreasdrüse abgesondert wird. Dieser Vorstellung ent- 
spricht die vergleichende Bestimmung des Kinasegehaltes normaler und pankreas- 
loser Tiere im Darm, die wir in Tab. 5 beschreiben, und die erkennen läßt, daß nach der 
Entfernung der Pankreasdrüse die Menge des Aktivators, die in der Darmschleimhaut 
nachzuweisen ist, auf einen geringen Bruchteil zurückgeht. 

3. Zur Spezifität von Pankreas- und Darmerepsin. 

Spaltbarkeit von Peptonen. Die Feststellung, über die E. Wabdschmidt- 
Leitz und A. Harteneck») berichten konnten, daß ,,die Wirkung des Pankreaserep- 
sins und gleicherweise die des Darmerepsins sich lediglich auf die Hydrolyse einfacher 

* Nach Fütterung des Tieres mit Milch und Brot, 

3 Vorgenoinmeü nach i Stunde, ^ Vorgenomnien nach 2 Stunden. 

') Diese Zs. Bd. 149, S. 203, und zwar S. 209 [1925]- 
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Peptide bezieht“ . . . und daß „schon ein Pepton der Pepsinverdauung seiner Einwirkung 
nicht mehr unterliegt“, war aus der enzymatischen Spaltbarkeit käuflichen Peptons 
aus Kieralbumin abgeleitet. Sie hat sich auch in unseren Versuchen bestätigt. Allein 
es hat sich ergeben, daß die [258] verschiedenen „Peptone“ der Pepsinverdauung in 
ihrer ereptischen Spaltbarkeit bedeutende Unterschiede aufweisen. Es ist nicht be- 
langlos, ob die Verdauung durch Pepsin, wie es bei käufhchen Präparaten der Fall zu 
sein scheint, nur unvollkommen oder ob sie, sei es im Reagenzglasversuch, sei es bei 
der tierischen Verdauung selbst, bis zum Stillstand der enzymatischen Einwirkung 
geführt wird. So haben schon E. Waldschmidt-Lkitz und E. Simons" am Beispiel 
der Caseinhydrolyse darauf hingewiesen, „daß unter der Wirkung des Pepsins“, die 

Tabelle 6. 

Enzymatische Spaltung von Teleopepton aus Fleisch. 

(30 ccm Peptonlösung, gewonnen nach Fütterung von ausgekochtem Fleisch aus Doudenalfistel 
und nach 10 tägiger Aufbewahrung angesetzt (enth. 294 mg Stickstoff), neutralisiert mit 1,5 ccm 
o,in-NaOH; 12,0 ccm n-Ammoniak- Ammonchloridpuffer von = ^.6 (bei 30®); 6,0 ccm 
trypsinfreies Erepsin (enth, 0,0187 Er.E.), bzw. 10,0 ccm erepsinfreies Trypsin, mit Enterokinase 
aktiviert (mit6,5 T.-[e.]), bzw. 6,0 ccm Erepsin (mit 0,0187 Er.E.) -|- 6 ,ü ccm Trypsin (mit 5,oT.-[e.]), 
Gesamtvolmiieii öoeem; = 7,8; 30®; zur Analyse entnommen 1 0.0 ccm; Angaben bedeuten 
caii o,2n-KÜH Aciditätszuwachs.) 


Zeit 

Erepsin 

Trypsin— Kiiiase 

Erepsin + Trypsin — Kinase 

90 Minuten 

1,22 

— 

— 

150 M 

1,40 

— 

— 

20 Stunden , 

2:55 

1,60 

— 

43 M 

3:00 

— 

— 

16 Tage 

3:56 

2.55 

[ 4,45 

35 .. 

3,60" 

2,87^ 

: 4,75' 


bis zur Konstanz^ des Aciditätszuwachses geführt war, „geringe Mengen durch Erepsin 
zerlegbarer Produkte entstehen“, und es geht aus den Ergebnissen der in vorstehender 
Tab. 6 wiedergegebenen Versuche hervor, daß entsprechend den älteren Beobachtungen 
von O. Cohnheim ^ [259] auch die Produkte der vollständigen peptischen Hydrolyse 
von Eiweiß im tierischen Organismus durch Erepsin weitgehend spaltbar sind; die 
natürliche Verdauung der Proteine im Magen, durch große Mengen Sekret und durch die 
mechanische Anordnung des Magens") befördert, führt zu tiefer abgebauten Produkten, 
als sie in vielen käuflichen Peptonpräparaten vorliegen. Auf Grund ihrer ereptischen 
Spaltbarkeit lassen sich verscliiedene Produkte des peptischen Abbaues unterscheiden ; 
man wird die Produkte unvollständiger peptischer Hydrolyse, darunter manche käuf- 
lichen Peptone, die von dem reinen Erepsin nicht angegriffen werden, viel mehr zu den 
Albumosen zu rechnen haben, während für die Kennzeichnung des Peptidgemisches, 
das bei der vollständig durchgeführten Pepsineinwirkung entsteht, die Bezeichnung 

’ Diese Zs. Bd. 156, S. 99, und zwar S. 103 [1926]. 

* Biuretreaktion negativ. ^ Biuretreaktion positiv (rotviolett). 

^ Biuretreaktion negativ. 

5 Diese Zs. Bd. 35, S. 134 [1902]; Bd. 49, S. 64; Bd. 51, S. 415 [1906]; 0 . Cohnheim imd 
E. Tobuer, Diese Zs. Bd. 45, S. 185 [1905]. 

") Siehe dazu 0 . KESTner, Pflug. Arch. Bd. 205, S. 34 [1924]. 
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„Teleopepton'^ vorgeschlagen wird. Es bedarf indessen der Nachprüfung, ob die 
enzymatische Spaltbarkeit der ,,Teleopeptone‘' aus verschiedenen Biweißkorpern, 
z.B. die ereptische, übereinstimmt oder ob, wie es wahrscheinlicher ist, bei der peptischen 
Hydrolyse der einzelnen Proteine Produkte entstehen, die nach ihrer enzymatischen 
Angreifbarkeit auch qualitativ zu unterscheiden sind. Für die Kennzeichnung der 
Peptone, unter denen Gemische der verschiedenartigsten Zusammensetzung zusannnen- 
gefaßt werden, und für ihre Fraktionierung in einheitliche Substanzen wird die enzy- 
matische Analyse unentbehrlich sein. So ergibt die enzymatische Analyse des ,,Teleo- 
peptons'" aus Fleisch, die wir beschreiben, daß sein Abbau durch das trypsinfreie Erep- 
sin, obwohl er in Bestätigung der Angaben von 0 . Cohnheiji ^ zu biuretfreien Produk- 
ten führt, nicht vollständig ist; die Aufspaltung unter Mitwirkung des Trypsins, an 
der Bildung titrierbarer Carboxyle, und zwar bis zur Konstanz der Werte gemessen, 
verläuft nicht nur rascher, sie führt auch weiter als die Hydrolyse durch Erepsin allein. 
Man wird diese Feststellung zu beobachten haben, um ein Urteil zu gewinnen über die 
Entbehrlichkeit des Trypsins für die Aufspaltung der [260] Proteine im tierischen Ver- 
dauungstrakt und für die Vollständigkeit der Resorption ihrer Spaltprodukte im Darm. 

Für die Prüfung der Spaltbarkeit von ,,Teleopepton“ durch Erepsin ist nicht das 
Enzym aüs Pankreas- oder Darmsaft angewandt worden; die Menge de.s ereptischen 
Enzyms in den Verdauungssekreten ist verhältnismäßig zu geringfügig und es ist nicht 
beständig genug, um beispielsweise durch fraktionierte Ad.sorption mit Tonerde, wie 
für die Auszüge aus Pankreas oder Darmschleimhaut beschrieben ‘), das Erepsin in 
tryi^sinfreier Form und in ausreichender Ausbeute zu gewinnen, wenngleich das Ad- 
sorptionsverhalten von Trypsin und Erepsin im Drüsenauszug und im Sekret überein- 
stimrat. Wir haben daher zur Bereitung trypsinfreien Erepsins für .die Versuche der 
Tab. 6 das Verfahren von E. Waedschmidt-Uettz und A. vSchäffner^) aus Darm- 
schleimhaut befolgt. 

Vergleich von Pankreas- und Darmerepsin. Der Befund von E. Wald- 
sCHMiDX-IvErrz und A. Schaffner 5). der an Organauszügen erhoben war, wonach 
nämlich ,,das Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten, mit denen die Hydrolyse 
der einzelnen Peptide“ durch Pankreas- und durch Darmei epsin ,, verläuft, konstant“ 
gefunden wird, ist mit den Enzymen aus den natürlichen Sekreten nacligcprüft worden. 
Er hat sich bestätigt, auch für die Reihenfolge der Spaltbarkeit der angewandten 
Peptide. Diese Feststellung entspricht der Anschauung, daß die beiden Enzyme als 
identisch zu betrachten sind. Wir veranschaulichen unsere Versuche, die die verglei- 
chende Hydrolyse dreier einfacher Dipeptide durch jeweils die nämliche Menge Pan- 
kreas-, bzw. Darmsaft betreffen, in der nachstehenden Tab, 7. 

* Diese Zs. Bd. 33, S. 451 [1901]; Bd. 51, 3,415 [1906]. 

') E. WaedSCHMIdT-EkiTz und A. HarTENECK, Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 303 
[1925]; E. Waedschmidt-Leitz. A. Schaffner und W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 156, vS. 68, 
und zwar S. 82 [1926] (Pankreas); E, WAEDSCHMiDr-EEiTz und A. SCHAFFNER, Diese Zs. Bd. 15E 
S. 31, und zwar S. 51 [1925/26] (Darm). 

Diese Zs. Bd. 151, S. 31, und zwar S. 51 [1925/26], A. a. O., und zwar vS. 53 [1925/26]. 
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[261] TabeUe 7. 

Peptidhydrolyse durch Erepsin aus Pankreas- und Darmsaft. 

(T.occm Pankreassaft, gallenfrei, durch Eingabe von 0,1 n-HCl gewonnen, bzw. 2,0 ccm Darm- 
sekret aus Vellaschlinge, auf Injektion von iproz. NaHC03 {0,9% NaCl eiiÜi.) gewonnen; 
0,001 Mol Peptid, in 2,00 ccm n- Ammoniak- Ammonchloridpuffer (1:2) gelöst; Volumen des 
Bestimmungsansatzes 10,0 ccm; = 7,8; 30“.) 


Peptid 

Darmerepsin | 

1 Pankreaserepsin 


Dauer 
in Min. ! 

Acid.'Zuw. in ccm 
0,2 n-KOH 

kt 

(monotn.') ber. 

Dauer ' 
in Min. ! 

j Acid.-Ziiw. in ccm 
0,2 n-KOII 

(monom.) bcr. 

Glycyl-glycin 

240 

0,47 

0,00017 

300 

0,29 

0,000086 

2,0 

Alanyl-glycin 

120 

0,74 

; 0,00058 

180 

0,67 

0,00035 

1.7 

Leucyl-glycin 

120 

1 0.44 

0,00033 

180 

0,3z 

0,00016 

2,0 


Der Notgemcinscliaft der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst 
für die zur Verfügung gestellten Mittel. 
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116. ÜBER DIE PROTEOLYTISCHEN ENZYME DER MILZ. 

Von Ernst Waldschmidt-Leitz und Walter Deutsch. 

Zehnte Mitteilung zur Spezifität tierischer Proteasen. 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenscliaften zu München.) 

3 Abbildungen ini Text. 

(Der Redaktion zugegangen am lo. April 1927.) 

Nach den Untersuchungen von S. G. HKDiNb die große Beachtung verdienen L 
unterscheidet man in der Milz zwei für die Spaltung genuiner Proteine spezifische 
Proteasen, die und /^-Ltenoprotease, gekennzeichnet durch ein Reaktionsoptiiiiuiu 
bei alkalischer bzw. saurer Reaktion, und daneben als drittes proteol>tisches Enzym 
eine Peptidase vom Typus des Erepsins. Auch ist über Verfahren zur Fraktionierung 
dieser drei Enzyme berichtet worden, beispielsweise mit Adsorptionsmitteln oder durch 
auswählende Extraktion, wenngleich die erzielte Trennung nie vollständig war. 

Aber ihre Unterscheidung an sich ist unsicher geworden. Zur Identifizierung und 
zur Unterscheidung von Enzymen genügt nicht ihr Reaktionsoptimum, das, wie bei 
den fettspaltenden Enzymen, durch Begleitstoffe entstellt oder vorgetäuscht werden 
kann; und bei den Proteasen scheint die Abhängigkeit auch der nämlichen Enzym- 
lösung zufolge den [286] Beobachtungen von J, H. Northrop^) und von R, Willstät- 
TER, \V. Grassmann und 0 . Ambros^) mit der lonisierbarkeit des vSubstrates zu wech- 
seln, Für die Beschreibung und Einteilung proteolytischer Enzyme ist ihre vSpezifität 
viel maßgebender. So haben die neueren Untersuchungen über pankreatische Enzyme 3 ) 
erwiesen, daß in den Auszügen und Sekreten der Pankreasdrüse zwei proteolytische 

' S. G. Hedin und S. Roweand, Diese Zs. Bd. 32, S. 341, 53^ [i 90 tb S. C. Hedin, Jl, of 
Physiol. Bd. 30, S. 155 [1904]; Biochem. Jl. Bd. 2, S. 112 [1906/07]; Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, 
a 177 [1922]. 

^ Vgl. C. Oppenheimer, Die Fermente und ilire Wirkungen, 5. Aufl., Leipzig 1926, II. Bd., 
S. 1057; siehe auch B.WieesTäMer und E. WAEDSCimmT-LEilz, Diese Zs. Bd. 125, S. 132, und 
zwar S. 137 [1922/23] (Abh. 8g), 

‘) Naturw. Bd. ii, S. 713 [1923]- 

*) Diese Zs. Bd. 151, S. 307 [1925/26] {Abh. irg), 

3 ) E. WaedSchmidx-Leitz und A. 1 Iartp:neck. Diese Zs, Bd, 147, S, 286; Bd. 149, S. 203 
[1925]; E. WAEDSCiiMM-LEm und J. Waldschmidt-Graser, Diese Zs. (im Druck, Abh. 115). 



1534 


E. WAi.DSCKMm'r-EEm und W. Deutsch: 


Enzyme enthalten sind, Trypsin und Erepsin, deren Beschreibung und Isolierung ihre 
exakte Messung mittels spezifischer Substrate zugrunde liegt; und am Beispiel "der 
Hefe, deren proteolytischer Apparat nach unseren Beobachtungen dem der Milz zu 
entsprechen scheint, haben R. Wiei^stätter und W. Grassmann den Nachweis 
geführt, daß der Pilz entgegen den Aussagen von K. G. Dernby 5, die sich vornehmlich 
auf Verschiedenheiten im Reaktionsoptimum stützten, nur zwei, nicht drei proteo- 
lytische Enzyme ausbildet, eine Protease neben einem peptidspaltenden Enzym. 

Für die Analyse von Enzymgemischen, wie sie in den Auszügen der meisten tie- 
rischen Organe vorliegen, hat man die Messung der enzymatischen Wirkungen, die man 
vergleicht, auf eine sichere Grundlage zu stellen und zu ermitteln, in welchem Grade 
jede einzelne Wirkung, die man im Ausgangsmaterial beobachtet, bei Reinigungsopera- 
tionen sich verändert und ob sie einem besonderen Enzyme zukommt oder aber nur 
auf das Zusammenwirken mehrerer Enzyme zurückzuführen ist. In den rohen Auszügen 
der Milz, z. B, den Glycerinauszügen der Rindermilz, beobachtet man eine deutliche, 
aber geringfügige Wirkung gegenüber Proteinen wie Casein oder Gelatine bei saurer, 
schwächer noch bei alkalischer Reaktion, und eine weit erheblichere gegenüber ein- 
fachen Peptiden: derProteasegehalt des Organs ist gering, sein Gehalt an Pep- 
tidase [287] dagegen sehr beträchtlich. Die Verfahren zur quantitativen Bestim- 
mung mit spezifischen Substraten von Protease einerseits, von Peptidase andererseits, 
die wir ausgearbeitet haben und die aus den ermittelten Beziehungen zwischen Enzym- 
inenge und Umsatz sich ableiten, erlauben den Vergleich der Enzymmengen in ver- 
schiedenem Ausgangsmaterial und von verschiedenem Reinheitsgrad; sie kontrollieren 
den Erfolg der präparativen Vornahmen, die zur Fraktionierung des proteolytischen 
Systemes der Milz geführt und seine Zusammensetzung klargesteUt haben. 

Die Fragestellung, die sich aus den angeführten Beobachtungen über die proteo- 
lytischen Wirkungen der Milz und ihrer Auszüge ergibt, betrifft nicht die Unterscheidung 
von Peptidase neben Protease, die kaum zweifelhaft war und die den Erfahrungen 
über die Zusammensetzung und Spezifität anderer proteolytischer Systeme, aus Pan- 
kreas oder aus Hefe, entspricht; sie betrifft vielmehr die Vorstellung, die nach den 
Befunden von S. G. Hedin berechtigt schien, daß die Milz zwei eigentliche Proteasen 
von ähnlicher Spezifität, aber verschiedener optimaler Reaktion enthalte. Die be- 
achtenswert erscheinende Beobachtung, die diese Vorstellung zu stützen scheint, daß 
nämlich die Kurve der Proteasewirkung, z. B. der Gelatinespaltung, in den rohen 
EnzymlÖsungen zwei Scheitelpunkte aufweist, einen bei saurer = 4) und einen 
bei alkalischer Reaktion [p^ = 8,0), ist jedoch irreführend; sie wird nur vorgetäuscht 
durch die Gegenwart großer Mengen von ereptischem Enz}^! und sie gilt nicht mehr 
für die reineren Proteaselösungen. So gelingt es mit Adsorptionsmitteln, einerseits die 
Eösungen der Protease vom Erepsin und in anderen Beispielen das Erepsin von Protease 
zu befreien, und man beobachtet bei dieser Fraktionierung, daß mit der Abtrennung 
des Erepsins, schon mit einer Abnahme seiner Menge, die zuvor beobachtete Protease- 

5 Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107 [1917]. 


^ Diese Zs, Bd. 153, S. 250 [1926]. 
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Wirkung bei alkalischer Reaktion verschwindet, im sauren Gebiete aber er- 
halten bleibt. 

Man hat danach in der Milz nur zwei proteolytische Enzyme zu unterscheiden, 
eine Protease vom Reaktionsoptimum spezifisch für die Hydrolyse 

von Proteinen [288] und ohne Wirkung auf einfache Peptide, und daneben in über- 
wiegender Menge ein peptidspaltendes Enzym, dessen optimale Reaktion 
von = 8,0 der anderer bekannter Peptidaseu entspricht. Diese Feststellung sollte 
nach gewissen Erfahrungen der neueren Eiteratur nicht überraschen. vSo hat M. Morse ' 
über die Beobachtung berichtet, daß die Autolyse der Milz nur bei saurer Reaktion 
von statten geht und daß, in Übereinstimmung mit späteren Befunden von K. G. 
Dernby*, die alkalisch wirkende «-Protease Hedins, nach unseren Erfahrungen ein 
Gemisch von wenig /^-Protease und von viel Peptidase, native Eiweißstoffe nicht zu 
zerlegen vermag. Diese Feststellungen, die unseren Beobachtungen entsprechen, be- 
gegnen auch dem Einwand, daß das Verschwinden der alkalischen Proteinspaltung, 
das wir mit der Abtrennung des Erepsins beobachten, auf andere Ursachen, etwa auf 
eine ungleiche Beständigkeit von und von /^^-Protease zurückzuführen sei; nur bei 
Gegenwart großer Erepsinmengen, wie sie in den rohen Organauszügen sich finden, ist 
nämlich die Zerlegung genuiner Proteine bei alkalischer Reaktion, eingeleitet durch eine 
geringe Aktivität der sauer optimal wirkenden Protease, bedeutend genug, um nach- 
weisbar zu sein. 

Am Beispiel der «- und /?-Eienoprotease hat vS. G. Hedin 3 im Jahre 1904 zuerst 
Versuche mitgeteilt, die im Ergebnis eine Trennung dieser Enzyme durch Adsorptions- 
mittel zu bedeuten schienen. Sie erscheinen heute in anderem Eichte. Es ist nicht 
zweifelhaft, daß den mitgeteilten Beobachtungen eine gewisse Fraktionierung von 
Protease und von Erepsin zugrunde lag; aber die Beurteilung der erzielten Fraktio- 
nierung wird beeinträchtigt durch den Umstand, daß sie noch nicht durch quanti- 
tativ zureichende Messungen gestützt war und daß die eine der unterschiedenen enzy- 
matischen Komponenten, die «-Protease, in Wirklichkeit nicht existiert. Die ihr zu- 
geschriebene Wirkung ist nur auf das Zusammenwirken von /^-Protease und von Erep- 
sin zurückzuführen. 

[289] Versuche. 

E Quantitative Bestimmung. 

I. Eieno-Erepsin. 

Die Wirkung von Milzextrakten, und zwar von wäßrigen, auf ein einfaches Pep- 
tid, Glycyl-glycin, ist zuerst von K. G. Dernby^) bei seinen Studien über die Autolyse 
tierischer Gewebe genauer untersucht worden; er gelangte zu der Erkenntnis, „that 

* Jl. of Biol. Oicm. Bd. 31, S. 303 [1917]. 

’ J]. of Biol. Chem. Bd. 35, S. 179, iiiid zwar S. 195 [191S]. 

3 Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 155 [1904]. 

9 Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, S. 179, und zwar S. 197 [1918]. 
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tliere are ereptases present in the extrakt, and the Optimum for their action seems to 
be about Beobachtungen bestätigen sich in unseren Versuchen der Spal- 

tung von Leucyl-glycin mit Glycerinauszügen der Milz, die viel enzymreidher sind ; das 
Ojjtimum der Erepsinwirkung ergibt sich danach zu = 8,0, in Übereinstimmung 
mit der optimalen Reaktion anderer Peptidasen, aus Darmschleimhaut*, Pankreas 3 
oder Hefe^. Man maß die Enzymwirkung durch Ermittlung des Aciditätszuwachses 
in 85proz. Methylalkohol nach E. Wai.dschmidt-Ebitz und A. Schäefner5. 

Tabelle i. 

^H-A-bhängigkeit der Peptidasewirkung aus Milz. 

(0,80 ccm Glycerinauszug aus frischer Milz (1:2): 10,0 ccm 0,1 mol.-I^ucyl-glycin; 10,0 ccm 
0,2 mol. -Phosphatpuff er; i Stunde, 30°.) 


Ph 

Aciditätszuwachs 
(ccm o, 2 n-KOH) 

5 <9 

' 040 

7.0 

0:55 

74 

1,45 

7>7 

1.80 

8,0 

2,20 

«4 

: 1.95 

8,8 

1 E45 


[290] Der Reaktionsverlauf der Peptidspaltung durch Milzerepsin unterscheidet sich 
in bemerkenswerter Weise von dem für Darm- und Pankreaserepsin beobachteten; 

während die Enzymwirkung in diesen Bei- 
spielen nach den Angaben der Eiteratur 
sowohl wie nach eigenen Erfahrungen i), 
auch unabhängig vom einer Gleichung 
erster Ordnung folgt, gilt für die Wirkung 
des Milzenzyms bis zu einer Hydrolyse von 
etwa 40%, wie Tab. 2 erweist, Proportionali- 
tät zwischen Umsatz und Zeit; es ist aber 
nicht untersucht, ob diese Beziehung, die 

^ ^ ^ ^ optimaler Acidität beobachtet wird, eine 

Abb. I. Aktiyitäte^^„-Kurvedesl.ieno- gütige ist oder ob sie etwa, wie 

es in den Untersuchungen von E. Abder- 

* K. G. Dernby, Blochern. Zs. Bd. 81 , S. 107 [1917] ; E. Waedschmedt-Eeitz und A. Schaff- 
ner, Diese Zs. Bd. 151,8. 31, und zwar S. 37 ff. [1925/26]; H. v. EueER und K. Josephson, Chem. 
Bcr. Bd. 59, S. 226 [1925/26]. 

3 E. WaedschmidX-LkiTz und A. HartENECk, Diese Zs. Bd. 147, S. 286, und zwar S. 307 
[1925]. 

4 K.G. Dernby, Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107 [1017]; R. Wieestätter und W. Grass- 
mann, Diese Zs. Bd. 153, S. 250, und zwar S. 263 [1926] {Ahh. 122), 

5 Diese Zs. Bd. 151, S. 31, und zwar S. 43 [1925/26] (Abh. 112} . 

H. V. Eueer, Arkiv f. Kemi Bd. 2, S. 31 [1906]; K. G. Dernby, Biochem. Zs. Bd, 81, 
S. 107 [1917]; E. WAEDSCHMTOT-EEm imd A, Schaffner. Diese Zs. Bd. 151, S. 31, und zwar 
S. 41 [1925/26] (Darmerepsin); E. WaedschmidT-EEITz und A.HaäTENECK, Diese Zs. Bd. 147, 
S. 286, und zwar S. 294 [1925] (Pankreaserepsin). 
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HAbDEN und A. Fodor^ für Hefepeptidase beschrieben wird, niit der Acidität sich 
ändert. Es erscheint für die Enzymforschung als reizvolle Aufgabe, die Kinetik und 
die Spezifität der Peptidasen aus den einzelnen tierischen Organen unter sich und mit* 
denen pflanzlicher Enzyme zu vergleichen; denn es hat dbn Anschein, daß manche 
Peptidasen der tierischen Gewebe in dieser Hinsicht den entsprechenden Enzymen des 
[291] Pflanzenreiches ähnlicher sich verhalten als die der tierischen Verdauungs- 
sekrete. 

Tabelle 2. 

Reaktionsverlauf der üeucyl-glycin-spaltung diircli Milzerepsin bei ~ 8,0. 
[1,882 g d.hLeucyl-glycin; 50 ccm 0,2 mol.-Phospliatpuffer (9 T. sek., i T. prim.) 1- 3,2 can 
n-NH3 ; wechselnde Mengen GlycerinaiLszug aus getrockneter Milz (i : 5 ); Gesamtvolumen 100 ccm, 
enth. 35% Glycerin; = 8,0; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 ccm.] ^ 


Cnzymmenge 
ccm Auszug 

Zeit in Min. 

Acid.-Zuw. 
ccm 0,2 n- 
KOH 

X 

t 

Enzymmetige 
ccm Auszug 

Zeit in Min, 

Acid.-Zuw. 
ccm 0,2 11- 
KOII 

X 

• too 
t 

375 

120 

0,64 

0,50 

15.0 

30 

0,48 

1,6 

375 

240 

1,20 

0,50 

15.0 

60 

1,02 

1 ,6 

375 

360 

170 

0,47 

15,0 

90 

i, 5 ^> 

17 

375 

480 

2,03 

0,42 

15,0 

120 

1.94 

1,6 

7.50 i 

60 

0,58 

^ 1,0 

15.0 

1 8ü 

2,10 

— 

7.50 ! 

120 

176 j 

1,0 

30,0 

15 

0,53 

3.5 

7*50 . 

; 180 

i 1.63 

0,9 

30,0 

30 

1,05 

3,5 

7>50 1 

' 240 

2,18 

i 0.9 

30,0 

45 

1,55 

3.5 





30.0 

60 

2.05 

3,4 



! ; 


30,0 1 

90 

2,25 

~ 



^ 1 


30,0 

120 

2,44 

— 


Aus den ermittelten Beziehungen zwischen Enzymmenge und Umsatz leitet sich 
das für die Menge des Erepsins vorgeschlagene Maß, die ,,Licno-Ercpsin-Einheit 
(L.Br.-E.)“, ab; sie ist gleich derjenigen Enzymmenge, für die sich unter den Be- 
dingungen unserer Bestimmung der Quotient aus Umsatz (in ccm o,2n-Uauge) und 
Zeit (in Minuten) — 1,0 ergibt; diese Enzymmenge läßt sich dadurch veranschau- 
lichen, daß sie die zur Bestimmung angewandte Menge von o,oüi Mol. d,l-Iveucyl-glycin 
in I Minute zu 20% hydrolysiert, entsprechend einem Aciditätszuwachs vgn 1,0 ccm 
o,2n-Uauge, und daß sie beispielsweise in 100 ccm eines normalen Glycerinauszuges aus 
frischer Milz (1:2) enthalten ist. 

Als Maß für die Konzentration des Enzyms, für die die vorliegende Untersuchung 
noch kein Beispiel gibt, schlagen [292] wir den ,,Lieno-Erepsin-Wert (L-Er.-W.)“ 
vor, nämlich die Anzahl Uieno-Erepsin-Einheiten in i g Präparat. 

Ausführung der Bestimmung. Zu der Uösung von 0,1882 g d,l-Ueucyl-glycin 
in 5,0 ccm 0,2 mol. -Phosphatpuff er (9 T. sek., i T. prim.) fügt man die zu bestimmende 
Enzymprobe hinzu, stellt darauf durch Zugabe von n-NH3 auf = 8,0 ein und füllt 
mit Glycerin bzw. Wasser zu einer Glycerinkonzentration von 35 % auf 10,0 ccm auf. 
Nach Ablauf der Bestimmungszeit unterbricht man die Enzymwirkung durch Ein- 
trägen in eine Mischung von 85 ccm Methylalkohol und 5 ccm H2O und ermittelt die 
Acidität durch Titration mit 0,2 n 90proz. alkoholischer Lauge nach Zusatz von 2,0 ccm 

* Fermentforschung- Bd. i, S. 533 [1916]. 


Wülstätler, Euzyme. 
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o,5proz. Thymolphthalein. Zu jeder Analyse ist eine lycerbestimmung auszuführen, 
deren Acidität von der des Hauptversuchs in Abrechnung gebracht wird. Die Enzym- 
menge ist zweckmäßig so zu wählen, daß sie zwischen o,oi und 0,04 E.Er.^. liegt, und 
die Reaktionszeit ist so zu bemessen, daß der gefundene Aciditätszuwachs einem Alkali- 
verbrauch von 0,50 bis 1,50 ccm o,2n-Lauge entspricht, also einer Hydrolyse des Pep- 
tids von IO bis 30%. Die Anzahl der ly-Er.-E. in der Analysenprobe ergibt sich dann 
aus der Beziehung: 

j ^ ^ Aciditäts Zuwachs (ccm 0,211) 

‘ ‘ Zeit (Minuten) 

2. Eieno-Protease. 

Für die Bestimmung der Proteasewirkung in Milzpräparaten, wenigstens in den 
rohen, sind Titrations verfahren wegen der starken Eigenfarbe der Lösungen sehr un- 
geeignet. Wenn man es daher unternimmt, die ältere Methode der Messung nach 
S. G. Hedin^ die die durch Gerbsäure nicht mehr fällbaren Stickstoffmengen ermittelt, 
durch eine zuverlässigere Bes timmungs weise zu ersetzen, so bietet sich ein brauchbares 
Verfahren hierfür mit der Bestimmung der freigelegten NHa-Gruppen nach van 
Slyke, das durch gefärbte Begleitstoffe nicht gestört wird und dessen sich schon 
K. G. Dernby^ bei [293] seinen Versuchen über Milzautolyse bedient hat. Dies ist 
auch unbedenklich; denn nach den Erfahrungen, die der eine von uns^) über den Mecha- 
nismus der Hydrolyse verschiedener Proteine, so von Casein oder Gelatine, durch die 
meisten der bekannten Proteasen gewonnen hat, besteht ihre Wirkung in der Auf- 
lösung von Gruppen — NH — CO — , man findet die gebildeten Beträge der Carboxyle 
und der Aminogruppen äquivalent; die Bestimmung des freien Aminostickstoffs in 
den Hydrolysaten nach van Seyke, die wir anwenden, wird also ein ebenso sicheres 
Maß der Enzymwirkung ergeben wie die Ermittlung der freigelegten Carboxyle. 

Zur Erzielung sicherer Ausschläge bei der Hydrolyse von Proteinen, beispielsweise 
von Gelatine, durch Milzauszüge ist es erforderlich, viel längere Einwirkungszeiten zu 
wählen, als sie für die Bestimmung der meisten anderen tierischen Proteasen angewandt 
werden; der Proteasegehalt der Milz ist so gering, daß man in kurzen Zeiten, wie sie 
für die Messung des Erepsins Anwendung finden, auch mit großen Extraktmengen 
gar keine Hydrolyse wahrnehmen würde. Es ist daher verständlich, daß in den langen, 
zur Proteasebestimmung benötigen Zeiten die begleitenden, viel größeren Mengen des 
Erepsins, die die proteolytischen Reaktionsprodukte weiter zerlegen, zumal in den 
rohen Enzymlösungen gewisse Störungen des Reaktionsbildes bedingen können, am 
ausgesprochensten bei der für die Erepsinwirkung optimalen Reaktion. Die Erschei- 
nung, die Tab. 3 sowie Abb. 2 veranschaulichen, daß die Aktivitäts-/)H-Hurve der Gela- 
tinespaltung durch Milzauszug zwei Optima aufweist, ein stark ausgeprägtes bei saurer 

‘ S, G. Hedin und S. Roweand, Diese Zs. Bd. 32, S. 341 [1901]. 

* Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, und zwar S. 195 [1918]. 

') Vgl. E. WAEDSCHMiDT-LEiTzund E. Simons, Diese Zs. Bd. 156^ S. 99, 114 [1926]} E. Waed- 
SCHmidT-Leitz, Chem. Bei. Bd. 59, S. 3000 [1926]. 
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(pH = 4) viel flacheres bei schwach alkalischer Reaktion {p^ = 8 ), ist so zu 

verstehen. Die Anschauung, die wir vertreten, daß nur das erstere der Proteasewirkung 
selbst zukontmt und daß die Steigerung im alkalischen Gebiete auf die Addition der 
Erepsinwirkung zurückzuführen ist, wird gestützt durch die Feststellung, daß in den 
erepsinfreien Dösungen der Protease, [294] wie wir in Kap. III beschreiben, ini alka- 
lischen Gebiete keine Proteolyse mehr zu beobachten ist. 


Tabelle 3. 

/jH’Abhängigkeit der Proteasewirkung im Roliauszug. 

[10,0 ccm Glycerinauszug aus frischer Milz (1:2); 5,0 ccm 8proz. Gelatine; /?„ eiiigevStcllt durch 
Zusatz von 0,1 n-CHjCOOH, bzw. KOH; mit HsO aufgefüllt auf 20,0 ccm; 24 Stunden, 30°; 
NHj-Zuwaclis bestinmit in 9,0 ccni des Ansatzes.] 


Ph 

NHj-Zu wachs 
(ccm 0,2 n) 

3 

0.45 

4 

0,81 

5 

0,57 

6 

0,27 

7 

0,28 

8 

0,33 

9 

0,30 


Für den Reaktionsverlauf der Proteinspaltung durch Milzenzym sind gleichwie 
bei der Wirkung anderer Proteasen bestimmte (Tesetzmäßigkeiten nicht zu erwarten; 
sie sind auch nicht beobachtet worden. Der Ee- 
stimmungsmethode, die sich bewährt hat, liegt da- 
her die Beziehung zwischen Bnzymmenge und Um- 
satz meiner bestimmten Reaktionszeit, 24 Stunden, 
zugrunde; die Umsätze, die sich im Anfangsbereiche 
der Hydrolyse halten, sind unter den gewählten Be- 
dingungen, wie aus Tab. 4 hervorgeht, den Enzym- 
mengen proportional; es [295] empfiehlt sich aber 
nicht, kleinere als die angewandten Enzymmengen 
und in längeren Zeiten zu messen, da bei zu langer 
Versuchsdauex die Umsätze durch Enzymzerstöning 
beeinträchtigt werden. 

Tabelle 4. 

Eiizymmenge und Umsatz. 

[Glycerinauszug aus frischer Milz (i ; 2); 5,0 ccm 8proz. Gelatine; Gesamtvolumen 20,0 ccin, 26% 
Glycerin enth. ; = 4,0 (eingestellt durch n-Essigsäurc) ; 24 Stunden, 30°; NH j- Zuwachs 

gemessen in 9,0 ccm des Ansatzes.] 


Enzymmenge 

NH, -Zu wachs 

ccm Auszug 

ccm u,a n 

2,5 

0,17 

5,0 

0,41 

10,0 

0,84 


Auf den erkannten Beziehungen zwischen Bnzymmenge und Umsatz beruht 
ein vorläufiges Maß für die Menge der Protease, das wir angewandt haben und das zur 



Abb. 2. pii- Abhängigkeit der Pro- 
teasewirkung im Rohauszug. 
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i.p.-ß 

Abb. 3. Bieno-Proteasemenge 
und Spaltungsgrad. 


Kontrolle ihres Verhaltens bei den präparativen Vornahmen 
sich als nützlicherwiesen hat, die „Bieno-Protease-Ein- 
heit [E.P.-(e.)]“; sie ist definiert als diejenige Enzym- 
menge, welche unter den unten angegebenen Bedingun- 
gen bei der Einwirkung auf 0,18 g Gelatine in 24 Stunden 
einen Zuwachs reaktionsfähiger NHz-Gruppen, entspre- 
chend 0,90 ccm 0,2 n ergibt. Die Beziehungen zwischen 
dem gemessenen Umsatz und der Zahl der Lieno-Pro- 
tease-Einheiten veranschaulicht nebenstehende Abb. 3; 
[296] I L.P.-(e.) ist in ungefähr 5 ccm unseres normalen 
Glycerinauszuges aus frischer Milz enthalten. Als vorläufiges Maß der enzymatischen 
Konzentration schlagen wir den ,,Lieno-P rot ease- Wert [U.P.-(w.)]” vor, nämUch 
die Anzahl L.P.-(e.) in i g Präparat. 

Ausführung der Bestimmung. Die Enzymprobe (z. B. 10 ccm Glyceriu- 
auszug) wird mit 5,0 ccm 8proz. Gelatine vermischt, die Mischung sodann durch Zu- 
gabe von n-Essigsäure (z. B. 1,0 ccm) auf — 4,0 eingestellt und durch Zugabe von 
Wasser, bzw^ Glycerin auf 20,0 ccm und zu einem Glyceringehalte von etwa 25 % auf- 
gefüllt; zur Vergleichbarkeit der Messungen ist es erforderÜch, den Gehalt der Ansätze 
an Glycerin, welches nach vorliegenden Beobachtungen die Enzymwirkung herabsetzt, 
konstant zu halten. Nun beläßt man den Ansatz während 24 Stunden bei 30 Nach 
Ablauf der Versuchszeit mißt man die freien Aminogruppen in dem ganzen oder in 
einem bestimmten Teile des Ansatzes (gewöhnlich angewandt 9,0 ccm) durch lO Minuten 
lange Einwirkung von salpetriger Säure nach van Seyke. Der in der gleichzeitig aus- 
zuführenden Kontrollbestimmung, nämlich vor Beginn der Enzymwirkung, ermittelte 
Betrag an NH2 ist von dem des Hauptversuchs in Abrechnung zu bringen. 


II. Rohlösungen. 

Eür die Gewinnung proteolytisch wirksamer Auszüge aus Milz wird die Extraktion 
des Organs mit wäßrigen, besonders mit schwach sauren Mitteln empfohlen*; allein 
ein Vergleich mit anderen Kxtraktionsmitteln ist nicht ausgeführt worden und die 
Belege, die den Enzymgehalt der wäßrigen Auszüge beschreiben, sind quantitativ 
unzureichend. Diese sind auch nicht die günstigsten. Vergleicht man die Enzym- 
ausbeuten, sei es an Protease, sei es an Peptidase, in den wäßrigen, etwa nach den 
Angaben von S. G. Hedin^ vorgereinigten Auszügen der Milz beispielsweise mit denen 
von Glycerinextrakten, so [297] ergibt sich die Feststellung, daß die Glycerinlösungen 
aus der Drüse ganz bedeutend, nämlich in dem untersuchten Beispiele 20- bis 200 mal 
größere Ausbeuten ergeben. Die Beständigkeit der Enzyme in den rein wäßrigen 
Mitteln ist zu gering, als daß diese, wenngleich sie die enzymatische Substanz dem 
Organ nicht weniger leicht als Glycerin entziehen mögen, für präparative Zwecke ge- 
eignet wären. Für die Isolierung und Beschreibung der Milzenzyme ist, wie bei anderen 


‘ Vgl. S. G. HEDIN, Jl. of Biol. Chem. Bd, 54, S. 177, und zwar S. 190 ff. [1922], sowie die 
älteren Arbeiten. * Biochem. Journ. Bd. 2, S. 112, und zwar S. 113 [1906]. 
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tierischen Enzymen, ihre Extraktion mit Glycerin vorzuzielien, das stabilisiert nnd das 
auch auswählender wirkt. 

Tab. 5 vergleicht Enzymgehalt und -ausbeute in einer wäßrigen, durch Auslaugen 
mit verdünnter Essigsäure, dann durch Fällung mit Ammonsulfat und Dialyse nach 
Hedin bereiteten Lösung mit dem eines essigsauren Glycerinauszugs aus frischer Milz ; 
man findet in jener nur einen Bruchteil der im Glycerinauszug nachweisbaren Enzym- 
mengen. Es ist vorteilhaft, die Bereitung der Auszüge mit dem frischen Organ, nicht 
mit dem zuvor getrockneten vorzunehmen, wenngleich der Reinheitsgrad in den letz- 
teren günstiger sein wird; die Ausbeute beispielsweise an Erepsin, die wir verglichen 
haben, ist in den Frischauszügen günstiger (Versuch i) ; das Enzym, das nicht sehr be- 
ständig ist, wird bei der Trocknung schon teilweise zerstört. Das Verfahren zur Ge- 
winnung roher Enzymauszüge aus Milz, das wir anwenden und für das wir nachstehend 
ein Beispiel geben, beruht daher auf der Behandlung des frischen, zerkleinerten Organs 
mit essigsäurehaltigem Glycerin; in den filtrierten Glycerinlösungen findet mau schon 
nach kurzer Einwirkungsdauer die Hauptmenge der proteolytischen Enzyme. 

Tabelle 5. 

Enzymgehalt im Glycerinauszug und im wäßrigen, nacli Hedin vorgcreinigtcii 

Extrakt. 

a) 41 5 g frische, zerkleinerte Milz 4 Stunden bei 37 ° mit 830 ccm 87 proz. Glycerin + 6,2 enn 20proz. 
Essigsäure extrahiert, filtriert; b) 1830 g derselben Milz 48 Stunden bei 37° mit 4 Eiter 0,1 proz. 
Essigsäure behandelt, Auszug abfiltriert, bei 20^ im Vakuum auf 1230 ccm eingeengt und durch Zu- 
satz von 645 g Ammonsulfat ( — bis zur Sättigung) gefällt ; Niederschlag in Pergamenthülsen gegen 
fließendes destilliertes Wasser [298] bis zum Verschwinden der Sulfatreaktion dialysiert; Eösung 
{1200 ccm) durch Abdampfen unter vermindertem Druck (bei 20°) auf 250 ccm eingeengt; zur 
Bestimmung angewandt 2,0 ccm (für Erepsin, i Stunde), bzw. 4,0 ccm Glycerinauszug (für Pro- 
tease) und 1,0 ccm (für Erepsin, 3 Stunden), bzw. 1,5 ccm Eösung nach Hedin (für Protease). 



Zuwachs (ccm 0,2 n.) 

Geh. (1. 

Best.-Probe au 

Ges. -Ausbeute (100 g M) 

Präparat 

Erept. 1 Proteasc- 

Wirkutig 

T,.Er.-l<:. 

1 EP.-(e.) 

E.Kr.-i:. 

E.P.-(e.) 

Glycerinauszug . . 
E^ung nach 

2,10 0,65 

0,035 

0,72 

3.5 

3Ö 

Hedin 

0,40 0,23 

0,0022 

0,25 

0,030 

2-3 


Versuch i. Erepsinausbeute ini Glycerinauszug aus frischer und getrockneter Milz, a) 450 g 
in der Fleischmaschine zerkleinerte Milz wurden mittels Aceton und Äther getrocknet', sie ergaben 
93 g Trockenpulvcr ; aus diesem bereitete man durch 4stündige Behandlung mit 1395 ccm 87 proz, 
Glycerin (nämlich 3 ccm auf i g frische Milz) bei 30® und Filtration den Enzyniauszug. 

b) 500 g desselben Milzbreis vermischte man mit 1500 ccm 87 proz. Glycerin (3 ccm auf i g) 
und filtrierte nach 4stündiger Aufbewahrung bei 30® vom Ungelösten, 

2,0 cm Auszug ergaben, auf Erepsingehalt bestimmt, in i Stunde Aciditätszuwachs, entspr. 
a) 1,00 und b) 2,05 ccm 0,2 n-KOH oder a) 0.017 und b) 0,034 EEr.-E., die Ausbeute im Aus- 
zug des frischen Organs war also doppelt so hoch. 

Beispiel für die Darstellung eines rohen Glycerinextrakies aus frischer Milz. 916 g frischen, 
in der Fleisclunaschine zerkleinerten Milzbtet vermischte man mit 1832 ccm 87 proz. Glycerin 
und 2,75 ccm Eisessig (entspr. einem Essigsäuregehalte von 0,15%) nnd schüttelte die Mischung 
4 Stunden auf der Maschine ; dann wurde vom Ungelösten durch Faltenfilter filtriert ; die Fil- 
tration war nach 2 Tagen beendet (gewöhnlicher Auszug). 

In manchen Fällen verwandte man nur die ersten, nach etwa 3 Stunden filtrierten Anteile 
eines Auszugs ; in diesen Fällen war auch die Behandlung mit dem Solvens abgekürzt, sie betrug 

' Nach R. WIEESTÄTTER und E. WaedschmidT-EEITz, Diese Zs. Bd. 12$, S. 132, und zwar 
S. 150 [1922/23]. 
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I Stunde (Schnellauszug), Der Enzyiiigehalt solcher rasch bereiteter Auszüge war von dem der 
gewöhnlichen nicht wesentlich verschieden, ihre Zusammensetzung und ihr Adsorptionsverh alten 
indessen stark abweichend (vgl. Kap. III). 

[299] III. Beispiele der Fraktionierung durch Adsorption. 

Das Adsorptionsverhalten der proteolytischen Enzyme in den Auszügen der Milz 
wird weitgehend durch Begleitstoffe beeinflußt. Wenn S. G. Hedin^ über die Er- 
fahrung berichten konnte, daß es gelinge, durch Einwirkung von Kieselgur auf wäßrige 
Auszüge bei neutraler Reaktion die beiden angenommenen Proteasen zu trennen, da 
,,the rate of adsorption by kieselguhr is higher for the ^-protease than for the ß-pro- 
tease“, so gilt diese Angabe, die nach unseren Erfahrungen nicht auf das Adsorptions- 
verhalten einer a- und einer ^-Protease zu beziehen ist, sondern auf Erepsin und Pro- 
tease, nicht für die Enzyme selbst; die Adsorptionsaffinitäten der beiden Enzyme, 
die man beobachtet, sind veränderlich, sie wechseln mit der Zusammensetzung, bei- 
spielsweise dem Alter oder dem Reinheitsgrad der Enzymlösungen. Dies gilt sowohl 
für die Glycerinauszüge, in welchen die Adsorptionsaffinitäten der Enzyme durch das 
Alter der Auszüge, die Dauer ihrer Filtration nicht unwesentlich beeinflußt werden, 
wie auch für Präparate der wäßrigen Extraktion, nach Beispielen S. G. Hedins^ 
bereitet, in welchen das Adsorptionsverhalten der Enzyme z. B. gegenüber Kieselgur, 
so wie es Hedin beschrieben hat, nach unseren Erfahrungen gleichfalls vertauscht 
sein kann. Das wahre Adsorptionsverhaltcn von Protease und Peptidase aus Milz, das 
in den vorliegenden Beispielen noch durch Begleitstoffe entstellt wird, ist noch nicht 
erkennbar. 

So beschränkt sich unsere Untersuchung, die auf eine durchgreifende Reinigung 
der Milzproteasen verzichtet, auf die Anführung von Beispielen für die Adsorption der 
Enzyme aus den rohen Auszügen, die die Zusammensetzung des proteolytischen 
Systems der Milz erkennen lassen; sie gibt keine allgemein anwendbaren Vorschriften 
zur Auflösung der vorliegenden Enzymgeniische. 

Wir stellen eine charakteristische Auswahl unserer Ergebnisse über die Adsorption 
von Protease und Peptidase aus [300] Milz durch Tonerde, Kaolin und Kieselgur und 
bei verschiedener Acidität in der nachfolgenden Tab. 6 zusammen; sie vergleicht das 
Adsorptionsverhalten der Enzyme in den rohen, essigsauren Glycerinausztigen aus 
dem frischen Organ, und zwar nach länger dauernder und nach abgekürzter Extraktion, 
und in einem besonderen Beispiel in einem nach Hedin durch Extraktion mit verdünn- 
ter Essigsäure und durch F'ällung mittels Ammonsulfat sowie Dialyse bereiteten Prä- 
parate. Es geht daraus hervor, daß in den gewöhnlichen Auszügen bei der Einwirkung 
des basischen Adsorbens Tonerde die ereptische, bei der Behandlmig mit elektronega- 
tiven Adsorbentien wie Kieselgur oder Kaolin aber vorwiegend die Proteasekomponente 
den Enzymgemischen entzogen wird, abweichend von den oben angeführten Beobach- 
tungen Hedins. In schnell bereiteten Auszügen der Milz, die reiner sind und deren Zu- 
sammensetzung verändert ist, beobachtete man indessen ein abweichendes Adsorptions- 

* Biochemical. Jl. Bd. 2, S. 112, und zwar S. 1 15 [1906]. ^ A. a. 0 ., und zwar S. 113 [1906]. 
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verhalten der beiden Enzyme: saure Adsorbentien Kaolin entnehmen ihnen vor- 
wiegend das Erepsin, in anderen Beispielen, bei der Einwirkung von Kieselgur, ist die 
Adsorption von Protease und Peptidase eine gleichmäßige. 

Es ist nicht erreicht worden, die Protease ans ihren Adsorbaten, beispielsweise an 
Kieselgur oder an Kaolin, in wirksamer Form wieder freizulegen; das Enzym ist nicht 
beständig genug, seine Menge viel zu gering, während das Erepsin aus solchen Adsor- 
baten beispielsweise durch verdünnte Phosphatlösungcn in befriedigender Ausbeute 
eluiert werden kann. Es ist also ein Leichtes, das Erepsin der Milz von der Protease 
zu befreien, aber es ist viel schwerer, erepsinfieie Lösungen der Protease zu gewinnen, 
deren Menge nur eine geringfügige ist. Da sichere Leitlinien für die Trennung der beiden 
Enzyme noch nicht zu erkennen sind, beschränken wnr uns im folgenden auf die An- 
führung zweier Beispiele, welche einerseits die Darstellung proteasefreien Erepsins, 
andererseits die Gewinnung erepsinfreier Protease beschreiben, nämlich durch Einwirkung 
von Kaolin bei saurer Reaktion einmal auf einen gewöhnlichen, lange filtrierten, ini 
anderen Beispiel auf einen schnell bereiteten Glycerinauszug (Versuche 2 und 3). Die 
Bedeutung [301] dieser Beispiele beruht auf dem Nacliw^cis, daß in den proteolytisch 
einheitlichen Lösungen, sei es von Protease, sei es von Peptidase, eine meßbare Wirkung 
auf Proteine wie Gelatine bei alkalischer Reaktion nicht mehr zu bemerken ist. 

Tabelle 6, 

Adsorption von Milzauszügen mit Tonerde, Kaolin und Kieselgur. 
[Angewandt je 30,0 ccni Glycerinauszug verschiedener Darstellung, mit dem gleichen Volumen 
Wasser verdünnt,, bzw. 70 ccm einer nach Hedin, wie in Tab. 5 beschrieben, bereiteten hnzyin- 
lösung: = 4 reingestellt durch n-Essigsäure ; 20 ccm Tonerdesuspension C,, ( ^ 0,228 g AUOj); 

5,0g Kieselgur (Büchner u. Sohn), bzw. für Präparat nach Hedin 3,0 g; 30 ccni Kaolinsuspension 
(eiitli. 2,225 g), durch Auskochen mit HCl und Auswaschen mit Wasser bereitet, neutral reagie- 
rend; Adsorbate eluiert mit 30 eem Eluens (30% Glycerin enth.); Angaben bedeuten Ausbeute 
in % (als ideale berechnet) in der Adsorptionsrestlösung, bzw, Elution.] 


Angewandte 

Enzymlösung 


Zahld. ' 

.Ads, *Rcstlösuiig 

Angew. Eluens 

Elution 

1 Adsorb. | .\dsorpt. , 

Erepsin 

Protease 

Erepsin 

J'rolcasc 

Glycerinauszug, 


Tonerde 

I ^ 7 

20 

34 




gewöhnlich 






desgl. 

M 

I 4 

6 

28 

- 


— 

desgl. 

Kieselgur 

^ i 7 

8ü 

31 

- 

— - 

— 

desgl. 


I 7 

76 

44 

— 

— 

__ 

desgl. 

,, 

' i 7 

«3 

H 

— 

— 

— 

desgl. 

M 

I i 7 

94 

5 

— 

— 

— 

Glycerinauszug , 
rasch filtriert 


Kieselgur 

I ; 7 

ICX) 

100 


— 

- 

desgl. 


2 ; 7 

55 

47 

__ 

— 

— 

Präparat nach 
HEÖIN 

^ Kieselgur 

I 7 

100 

60 

— 

— 

- 

Glycerinauszi^, 


Kaolin 

I 7 

89 

100 




gewöhnheh 







desgl. 


! I 4 

62 

0 

— 

— 

— 

G lycerinauszug , 


Kaolin 

I 4 

23 

70 

n/so-NH3 

25 

0 

rasch filtriert 

1 



desgl. 

,, 

I 4 

4 ^ 

68 

I %Na 2 HP 04 

24 

0 

desgl. 


2 4 

0 

55 

- 

46 

0 
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[302] Versuch 2. Beispiel der Darstellung von protease fr eiern Erepsin. 30 ccm essigsaurer 
Glycerinauszug aus frischer Milz, durch 4stundige Behandlung mit Glycerin und Filtration über 
Nacht bereitet, enthielten insgesamt 0,645 E.Er.-E. (1,0 ccm, 66 Minuten: 1,42 ccm o,2n-KOH; 
0,0215 E.Er.-E.) 6,13 E-P.-(e.) {2,25 ccm: 0,41 ccm o.zn-NHa; 0,46 E.P.“(e.) ); man be- 

handelte sie nach Zusatz von 0,15 ccm Eisessig (/>h = 4) niit 30 ccm Kaolinsuspension {= 2,225 g) 
imd treimte vom Adsorbate mittels der Zentrifuge. Die Restlösung enthielt in 54 can noch 
0,359 EEr.-E. (2,0 ccm, 67 Minuten: 0,89 ccm o,2n-KOH; 0,0133 L.Er.-E.), d- i- 56%, aber 
keine Protease mehr {4,5 ccm: 0,00 ccm o,2n-NH2); auch bei alkalischer Reaktion {p^ — 8,0) 
war keine Proteasewirkung nachweisbar. 

Versuch 3. Beispiel der Darstellung von erepsinfreier Protease. 30 cciu Glycerin- 
auszug, durch I stündige Behandlung von frischer Milz mit essigsäurehaltigem Glycerin und rasche 
Filtration {Filtrationsdauer 3 Stunden) gewonnen, entliielten 0,450 L.Er.-E. (1,0 ccm, 73 Minuten; 
1,08 ccm 0,2 n-KOH; 0,015 L.Er.-E.) neben 7,60 L.P.-(e.) (2,25 ccm: 0.51 ccm 0,2 n-NHj; 
0,57 L-P.-(e.)). Man adsorbierte sie nach Zusatz von 0,15 ccm Eisessig [ps. = 4) durch zwei- 
malige Einwirkung von je 30 ccm KaoUn insgesamt 4,45 g) und trennte in der Zentrifuge 
von den Adsorbaten. Die Restlösung enthielt dann in 54 ccm noch 3,50 L.P.-(e.) (4,5 ccm; 
0,26 ccm o,2n-NH2; 0.29 L.P.-{e.)) oder 46% der angewandten Menge, aber kein Erepsin mehr 
(2,0 ccm, 69 Minuten; 0,04 ccm 0,2 n-KOH); auch eine Wirkung auf Gelatine bei alkalischer 
Reaktion war nicht mehr nachzuweisen (10,0 can, 5.0 ccin Sproz. Gelatine, 48 Stunden: 0,03 ccm 
o,2n-NH2). 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst 
für die zur Verfügung gestellten Mittel. 
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117. UBER DIE AKTIVIERUNG DES PAPAINS DURCH BLAUSÄURE. 

Von Richard Willstätter und Wolfgang Grassmann, 

Erste Abhandlung über pflanzliche Proteasen. 

(^litteilung aus dem Chemischen Tyaboratoriuui der Bayerischen Akademie der Wisscnscliaften 

in München.) 

Mit 3 Abbildungen nn Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1924.) 

Einleitung. 

Um die Mitte des 18. Jahrhunderts haben die naturgeschichtlichen Werke von 
Griffith Hughes* und Patrick Browne = die Aufmerksamkeit der europäischen 
Gelehrten auf die merkwürdige eiweißverdauernde Wirkung des Milchsaftes von Carica 
Papaya ly. gelenkt. Die erste chemische Untersuchung des Papains unternahmen 
A. WuRTz und E. Bouchut^ .Sie wandten bei ihren Versuchen nach einem Gebrauch 
der französischen Physiologen als Antisepticum Blausäure an. Diese Arbeitsweise 
übernahm der englische Botaniker S. H. Vines, der anknüpfend an seine Unter- 
suchung'^ über das peptische Enzym von Nepenthes eine [185] sorgfältige Arbeit*) über 
Papain in Angriff nahm und in einer Reihe eindringender und bedeutender Unter- 
suchungen auf die proteolytischen Enzyme des Pflanzenreichs ausdehnte. Seitdem ist 
eine weitere Anzahl von Untersuchungen über Papain erschienen, darunter die von 
L. B. Mendel und A. F. Blood®) und die von E. M. Frankel^), worin die Blausäure 
nicht mehr als desinfizierendes Mittel, sondern, klar erkannt, als Aktivator Anwendung 
fand. 

Die ersten Beobachtungen von S. H. Vines über Papain und ähnliche Enzyme 
der Pflanzen standen nicht in guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen einer uin- 

* Natural History of Barbados, London 1750, S. i8i. 

* Civil and Natural History of Jamaica, London 1756, S. 360. 

3 C. R. Bd, 89, S. 425 [1879]; ferner A. WURTz, C. R. Bd. 91, S. 787 [1880] und Bd. 93, 
S. 1104 [1881]. 

4 Annals of Botany Bd. ii, S. 563 [1897]; Bd. 12, S. 545 [1898]; Bd. 15, S. 563 [1901]. 

*) Annals of Botany Bd. 16, S. i [1902]; Bd. 17, S. 237 u. 597 [1907]; Bd. 18, S. 289 [1904]; 
Bd. 19 u. 17 1 [1905]; Bd. 20, vS. ri3 [1906]; Bd. 22. S. 103 [1908]; Bd. 23, S. i [1909]; Bd. 24, 
S. 213 [1910]. 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. S, S. 177 [1910]. Jl. of Biol. Chera. Bd. 31, S. 201 [1917]* 
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fassenden Arbeit von h. Buscaeioni und Ce. Fkrmi^ über das Vorkommen proteo- 
lytischer Enzyme im Pflanzenreich. Es gelang Vines5, die Abweichungen auf Unter- 
schiede in den Versuchsbedingungen zurückzuführen, besonders auf die angewandten 
Antiseptica, Carbolsäure in den Versuchen der italienischen Forscher, Blausäure und 
Chloroform bei seinen eigenen. Aber in der Folge wurde Vinbs von der Aufmerksamkeit, 
die er der besonderen Wirkung der Blausäure zu schenken begonnen, abgelenkt und 
er sprach im Hinblick auf die vielen und verwickelten Unterschiede bei den Versuchen, 
die unter Zusatz von Blausäure, Natriumfluorid, Chloroform und anderen Mitteln 
vorgenommen waren, nur davon ^ daß von den verschiedenen Wirkungen des Enzyms, 
der fibrinverdauenden und der peptonabbauenden, die eine oder andere mehr oder 
weniger durch die Antiseptica gehemmt werde. 

Auf die Wirkungsweise der Blausäure beziehen sich die nachfolgenden Versuche, 
mit denen wir einen bescheidenen Beitrag zur Kenntnis des Enzyms zu liefern be- 
ginneu, von [i86] dem Vines schon 1905 bemerkt hat; ,,This material has been more 
fully investigated than any other in the vegetable kingdoni."' 

Es zeigt sich, daß die Wirkung der Blausäure auf Papain große Ähnlichkeit hat 
mit der Beziehung zwischen Enterokinase und Trypsin nach der Untersuchung von 
E.Waedschmidt-Ueitz^), die kürzlich aus unserem Privatlaboratorium hervorgegangen 
ist. Auch die Aktivierung des Papains durch Blausäure erfordert Zeit wie die Wirkung 
der Enterokinase. Verfolgen wir den zeithehen Verlauf, so finden wir das Reaktions- 
vermögen des sich mit Cyanwasserstoff verbindenden Enzyms etwa i Stunde lang an- 
steigend zu einem Höchstwert und dann in den nächsten Stunden ein wenig fallend 
zu einem konstanten Aktivierungswert. Die etwas komplizierte Erscheinung, daß dabei 
ein Maximum auftritt, soll nur im experimentellen Teil besprochen werden. 

Papain allein und das mit Blausäure aktivierte verhalten sich wie zwei spezifische 
Enzyme aus verschiedenen Gruppen der proteolytisch wirkenden, das eine peptoni- 
sierend, das andere tryptisch, nämlich sowohl peptonbildend wie peptonspaltend. Die 
Aktivierung durch Blausäure bedeutet also nicht nur eine Geschwindigkeitssteigerung. 
Sondern es werden Peptone, käufliches und aus Gelatine mit Papain gewonnenes, von 
Papain selbst nicht angegriffen, aber sie werden in fortschreitender und weitgehender 
Reaktion durch Papain mit Blausäure gespalten. Auch die Aktivierung des Trypsins 
durch Enterokinase nimmt nach den Arbeiten von G. Schaeffer und E. F. Terkoine^), 
von E. Ztjnz3) sowie von E. Waedschmidt-Ueitz^) „insofern eine besondere Stellung 
ein, als die Gegenwart des Aktivators nur für die Spaltung gewisser Substrate, näm- 
lich der genuinen Proteine und ihrer höheren Abbauprodukte, nicht dagegen für die 
Hydrolyse der Polypeptide unentbehrlich isU'. Die Rolle der Enterokinase und 

^ Anuuario del R. Instituto Botanico di Roma Bd. 7, S. 99 [1898]. 

5 Annals of Botany Bd. 17, S. 597 [1903]. 

* Annals of Botany Bd. 19, S. 149, vmd zwar S. 157 [1905]. 

') Diese Zs. Bd. 132, S. i8i [1923/24] {Abh. gz). 

*) Journ. de Physiol. et Pathol. gen. Bd. 12, S. 884 u. 905 [1910]. 

3 ) Archives internat. de Physiol. Bd. ii, S. 191 [1912]. A. a. 0 ., S. 189. 
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[187] Blausäure ist gleichartig, aber vertauscht ist die Spezifität der aktivierten En- 
zyme; sie erstreckt sich beim aktivierten Papain auf Peptone und Peptide, beim akti- 
vierten Trypsin auf genuines Eiweiß. Während also die Wirkung des ,, gegenüber Pro- 
teinen inaktiven Pankreassaftes auf einfache Peptide, beispielsweise Alanylglycin, 
durch Enterokinase nicht verstärkt“ wird, erfordert umgekehrt bei unserem pflanz- 
lichen Enzym die Hydrolyse der Peptone und der Polypeptide die Ergänzung durch 
sein Koenzym Cyanwasserstoff. 

Der zeitliche Verlauf der Blausäureaktivierung kann nur mit quantitativen Mes- 
sungen gefunden werden. Natürlich gibt es Fortschritte in der Methode seit ViNHS. 
Zwischen 1902 bis 1910 und heute hat sich die Erkenntnis SörensEns von der Bedeutung 
der Wasserstoffionenkonzentration für den Ablauf enzymatischer Reaktionen ein- 
gebürgert. Auch sind seitdem Verfahren für die quantitative Beobachtung proteoly- 
tischer Vorgänge geschaffen worden, die Formoltitration von S. P. E. Sörknsen und 
neuerdings die Titration der Aminosäuren und Peptide in alkoholischer Losung. Die 
Methode von Vines zur Untersuchung der Proteolyse bestand in der gleichzeitigen 
Anwendung zweier Substrate, Fibrin und Pepton, um die Auflösung des ersteren und 
die sog. Tryptophanbildung am letzteren zu beobachten. Die Tryptophaureaktion 
freilich ist, wie Vines ^ selbst gelegentlich bemerkte, nicht zuverlässig genug für die 
Beurteilung der Peptolyse. Das Substratgemisch ersetzen wir zum Zwecke der fort- 
laufenden Messung durch ein einziges gelöstes Substrat, Gelatine. Allerdings kann 
man nicht auf eine spezifische fibrinlösende Wirkung bei diesem löslichen und nicht 
genuinen Protein prüfen. Eine Methode zur Papainbestininiung bei optimaler Acidität 
(p¥L ~ 5 »o) gründet sich auf die Anwendung des gelösten Substrates ; auch die Abhängig- 
keit von der Wasserstoff zahl (mit und ohne Gegenwart von Blausäure) wurde so er- 
mittelt. Die Form der Aktivitätskurve, steil abfallend nach dem alkalischen, noch 
steiler nach dem sauren Gebiet, gibt keinen Anhalt, an der [188] Einheitlichkeit des 
auf Gelatine und ihre Abbauprodukte wirkenden Enzyms zu zweifeln. 

Hier begegnen wir der von S. H. Vines so gründlich behandelten Frage nach der 
Einheitlichkeit oder zusammengesetzten Natur der pflanzlichen Proteasen. Es ist kein 
Zweifel, daß viele der früheren Befunde, die zum Teil höchst kompliziert waren, heute 
andere Deutung erlauben. Jene anregenden Arbeiten wecken nicht selten die Frage, 
ob nicht besondere pflanzliche Kinasen mitwirken, durch welche die Spezifität der be- 
schriebenen Enzyme wesentlich abgeändert würde, wie es gewiß zum Teil bei den so- 
genannten antiseptischen Mitteln zutrifft. Auch sind Zweifel berechtigt an der Ein- 
deutigkeit der Proteolysenversuche, in denen die Acidität des Mediums variiert werden 
sollte. Wenn die peptonisierende Wirkung im alkalischen Medium überlegen ge- 
funden wurde, so scheint uns beachtenswert, daß schon nach den Beobachtungen 
von A. WuRTz^) Fibrin und Casein das Papain aus seinen Lösungen zu adsorbieren 
vermögen. Im folgenden wird gezeigt, daß sich dieses Enzym aus schwach alkalischer 

' Annals of Botany Bd. 19, S. 149. und zwar S. 152 [1905]. 

') CR. Bd. 91. S. 787 [1880] und Bd. 93, S. 1104 [1882]. 
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l^ösung viel leichter als aus saurer adsorbieren läßt. So kann auf dem Substrat in alka- 
lischem Medium eine viel größere Konzentration des Enzyms hergestellt und die ge- 
ringere Reaktionsgeschwindigkeit bei alkalischer Reaktion dadurch überdeckt sein. 

Kommenden Arbeiten sollte daher die umfassende Erklärung nicht als abschließend 
gelten, in die Vines am Ende seine Erfahrungen einordnete. An die Stelle der älteren 
Erklärung eines vegetabilischen Trypsins trat die Einteilung der pflanzlichen Proteasen 
in zwei Gruppen, Ereptasen, die nur peptolytisch wirken und saures Medium fordern, 
und Peptasen, die nur native Proteine peptonisieren. Von den letzteren wurden zwei 
Arten unterschieden, Endopeptasen der pflanzhchen Gewebe, der Samen, Früchte, 
Milchsäfte, die im allgemeinen bei der geringen Acidität der Pflanzenextrakte günstig 
wirken, aber Fibrin besonders bei neutraler oder [189] alkalischer Reaktion zu ver- 
dauen vermögen, und die Ektopeptasen in Exkreten der Pflanzen, die, bei entschieden 
sauiei R.eäktion. -wrikend, dem tierischen. Pepsin nahe stehen. 

Es ist nach dem von den Botanikern gesammelten Tatsachenmaterial gewiß, daß 
die Pflanzen zahlreiche proteolytische Enzyme hervorbringen, die in ihrer Spezifität, 
ihrer Abhängigkeit von Aktivatoren und von der Reaktion des Mediums verschieden 
sind. Aber weder bei dem Enzym von Carica Papaya noch bei einem anderen ist die 
Zerlegung eines Gemisches von Proteasen in wohldefinierte Komponenten als gesichert 
zu betrachten. 

Experimenteller Teil. 

I. Die Papainwirkung unter verschiedenen Bedingungen. 

Der eingetrocknete Milchsaft des Melonenbaumes (Carica Papaya E-)> von E. Merck 
bezogen, und ein Präparat aus Ceylon, das wir der Freundlichkeit des Herrn E. WaelER- 
STBiN in New-York verdankten, waren im Verhalten übereinstimmend. Der käufliche 
Succus Caricae, der im folgenden einfach Papain heißt, war frei von Pepsin, das manchen 
Handelspräparateu zugesetzt ist. 

Substrat für die Messung der Hydrolyse war Gelatine, Bcstimmungsmethode war 
die Titration der Peptide und Aminosäuren in alkoholischer Lösung nach R. WiLE- 
STÄTTER und E. Waedschmitz-Leitz ^ die nach der Untersuchung von E. Waed- 
SCHMiDT-LEiTZb ,,Über Enterokinase'" ,,eTst eine einfache und exakte Analyse pro- 
teol3rtischer Prozesse ermöglicht“. Eine Probe von 5 bis 10 ccm der Versuchsfltissig- 
keit, enthaltend 0,2 bis 0,4 g Gelatine, wird auf einen Gehalt von 90 % Alkohol ge- 
bracht. Solange die Gelatine unverändert ist, wie bei der erforderlichen Anfangs- 
titration, und besonders hei Gegenwart von Citrat oder Phosphat bewirkt der Alkohol 
[190] statt einer scharf und rasch titrierbaren milchigen F'ällung oder eines flockigen 
Niederschlages (aus Eieralbumin), der sich langsamer aber auch gut titrieren läßt, eine 
klumpige Ausscheidung, die sich am Boden zusammenballt imd beim Titrieren un- 
richtige Werte gibt. Diese Schwierigkeit wird vermieden, indem man den absoluten 

* Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 [1921] und R. WiEESTÄXTER, Abderhaldens Handb. d. biolog. 
Arbeitsmethoden. Abt. I, Teil 7, Heft 2. Lief. 73. S. 289 [1922] {Äbh, ii und 12). 

* Die Naturwissensch. Bd. 12, S. 133, und zwar S. 134 [1924]. 
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Alkohol (9 Vol.) 50® warm zufügt. Die Titration geschieht mit "/j'KOH, auch in 
QOproz. Alkohol gelöst, unter Anwendung von Th3^molphthalein, das mit Citrat scharf, 
mit Phosphatpuffer unscharf umschlägt. Die Carboxyle der Reaktionsprodukte werden 
vollständig erfaßt. Der Farbumschlag kann Titrationsfehler bis zu ±0,04 ccm KOII, 
je nach der vorhandenen Peptidmenge, bedingen. 

Zur Erzielung ausreichender Titrationswerte braucht man Substrat so reichlich, 
daß das Leistungsvermögen des Enzyms ausgenützt wird, und in hoher Konzentration, 
damit kleine Volumina zur Titration genügen. Beim Fehlen des Aktivators geben kleine 
Substratmengen zu geringfügige Spaltungsbeträge, auch als Endwerte, die dabei rasch 
erreicht werden. 

Versuch bei 30°; Vol. 7 ccm, i ccm “/i-^cetatpuffer [pu == 475). 


Zeit 24 Stunden; Gel. g 

Pap. 0,025 g; Spalt, (cciu’^/5) 

0,150 

0,62 

0,300 0,450 0.600 
1,05 1,40 1.49 

U 54 

Gel. 0,15 g; Zeit 

30 Min. 

2 Std. 8 Std. 

24 Std. 

Pap. o,tog; Spalt. 

0.45 

0,56 0,59 

0,65 

Pap. 0,05 g; Spalt. 

0,33 

0,37 0.51 



Den zeitlichen Verlauf der Papainwirkung sowohl ohne Aktivator wie mit Zusatz 
von Blausäure zeigt eine Versuchsreihe (Tab. i) mit größeren Substratmengen; 3,6 g 


Tabelle i. 

Zeitlicher Verlauf der Papaiiiwirkung, ohne und mit Blausäure. 


Enzym 



stunden 

8 



V, 1 

I 

1 2 ^ 4 ■ 

24 

4 

% 

0,1 g 

0,08 

0,20 

0,32 0,40 

' 0,52 

0,81 

1,21 

— 

0,2 g 

0,20 

0,32 

' 0,45 ' 0,58 

0,78 

1,00 

1,32 

— 

0,4 g 

0,31 

0,33 

1 0,49 i 0,62 

0,80 

1,02 

1.35 

— 

0,2 4- IO mg KCN 

0.62 

0,91 

i 1,32 1,75 

2,19 

2,80 

— 

4,08 


Gelatine [191] mit 8 ccm Acetatpuffer (i ; i) in 50 ccm, wovon nur je 5 ccm für eine 
Bestimmung dienten; 30®. Der Zusatz von Blausäure bedingte in der ganzen Zeit- 
strecke ungefähr Verdreifachung der Spaltung, während er sich bei geringen Substrat- 
mengen erst im späteren Abschnitt der Reaktion geltend macht. 

Die Geschwindigkeit der Papainwirkung soll nach früheren Angaben ^ bei 80 bis 90 ® 
ihren Höhepunkt erreichen. Bei Gegenwart von Blausäure ist die Hitzeverdauung 
noch nicht geprüft. Sie führt so außerordentlich rasch zu weitgehender Peptonisierung. 
Aus den folgenden Versuchen (Tab. 2) geht aber hervor, daß das Enzym ohne und sogar 
mit Blausäure 90 ® auch bei Gegenwart von viel Substrat nicht mehr erträgt, 80 ® nur 
kurz; die hohe Spaltung in den Anfangszeiten ist der Wirkung vor Erreichung der 
Temperatur zuzuschreiben. Optimal ist die Wirkung bei 65 bis 70 Die Geschwindigkeit 
im ersten Abschnitt der Spaltung steigt im Intervall von 30 bis 70 ® bei einer Tempera- 
tursteigerung von 10° auf etwa das Zweifache. 

* C. DErriZENNR, H. Mouton und E. Pozerski, C. R. Bd. 142, S. 177 [1906]; D. Jonescu, 
Biochem. Zs. Bd. 2, S. 177 [1906]. 



1552 


R. Wu^istÄTCm und W. Grassmann: 


Tabelle 2. 

Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenen Temperaturen. 
(3,6 g Gelatine in 50 ccm; 0,2 g Papain; Titration von 5 ccm.) 



j Minuten 

' 

5 

10 

30 

60 1 

120 

70“ 

0,30 

0.44 

0,69 

0,72 

j 

So'“ 

— 

0,56 

0,57 1 

0.57 


90° 

0,47 

0.45 


— 




Mit 10 mg KCN 



65 

— 

; J.U 

2,24 

2,77 

1 3,15 

70° 

— 

! 1,50 

2,42 i 

2,91 

3.22 

80° 

_ 

i 178 

2,47 

2,69 

— 

90° 

L 25 

i 1.52 

1 1.58 

— 

— 


Die Salze verschiedener Puffermischungen haben keinen spezifischen Einfluß auf 
die Spaltung. Durch Citrat soll [192] allerdings nach H. B. Brill und R. E. Brown* 
die Papainwirkung erheblich gesteigert werden. Es ist aber zweifelhaft, ob die Ände- 
rung der Acidität und der Einfluß des Zusatzes auf die Bestimmung von unverändertem 
Eiweiß durch Kupferfällung berücksichtigt war. Wenn man durch Zusatz von i ccm 
"/i-Acetatpuffer (2 : i) zum Spaltungsansatz die Reaktion annähernd ausgleicht, so 
bewirkt zwar “'/5-Dinatriumcitrat eine geringe Steigerung, aber diese kann auch mit 
vermehrtem Natriumacetat annähernd erreicht werden. Bei Gegenwart von Blausäure 
und Natriumacetat ist der Zusatz von Citrat von sehr geringem Einfluß. 

2 g Gelatine in 50 ccm, 50 mg Papain, 60 mg KCN, neutralisiert auf pn — S.o, i ccm 
“/i -Acetatpuffer (2:1}, 40°, 2 Stunden. 

Die Spaltung verbraucht a) 0.92 ccm (ohne Citrat), b) 1,10, 1,09, 1,12 (mit i, 5 und 10 ccm 
Citrat). 

2. Zeitlicher Verlauf der Aktivierung. 

Der Cyanwasserstoff wirkt auf Papain mit meßbarer Geschwindigkeit ein. Dies 
ist nicht zu erkennen, wenn das Enzym mit der Blausäure und dem Substrat zugleich 
in Berührung gebracht wird, sondern wenn eine gewisse Zeit Blausäure auf das Enzym 
einwirkt, bevor dieses zum Substrat gebracht wird. Die Erscheinung wird erst bei 
nicht zu geringer Cyanidkonzentration deutlich; daher sind die im folgenden angewand- 
ten Blausäuremengen größer als sie oben bei gleichzeitigem Zusatz von Papain und 
Cyanid zum Substrat verwendet waren. In Versuchen (Nr. 5 der Tab. 3) mit geringer 
Papainmenge (2 mg für 0,4 g Gelatine) und verhältnismäßig viel Blausäure (5 mg) 
bewirkte die Vorbehandlung des Enzyms mit dem Cyanwasserstoff Verdoppelung 
des enzymatischen Umsatzes, in den Versuchen (Nr. 4 und 3) mit der doppelten bis 
vierfachen Papainmenge nur Steigerung des Umsatzes um etwa die Hälfte. Diese 
Ungleichheit dürfte so zu deuten sein, daß das Papain-cyanhydrin, wie das durch Blau- 
säure aktivierte Papain kurz bezeichnet werden soll, in der ersten Phase des Protein- 
abbaues dem Papain selbst mehr überlegen ist als in [193] den nächsten Phasen. Im 
weiteren Verlauf der Proteolyse würden dann Hydrolysenfälle Vorkommen, für welche 


‘ Philippine Journ. of Sciences Bd. 20, S. 185 [1922]. 
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die Cyanwasserstoffaktivierung weniger nützlich wäre, also Peptidgruppen zur Reak> 
tion kommen, bei denen entweder der Wirkungsunterschied zwischen Papain und seinem 
Cyanhydrin kleiner wäre oder solche, die von Papain sogar rascher als von seinem Cyan- 
hydrin gespalten würden. Die letztere Erklärungsw^eise wdirde bedeuten, daß in einem 
gewissen Spaltungsbereich das Nebeneinanderwirken von Papain und Cyanhydrin 
günstiger wäre als die Wirkung des letzteren (natürlich auch des Papains) allem. 

Die Vorstellung, zu der die gefundene Ungleichheit des Effektes der V’^orbehand- 
lung mit Blausäure geführt hat, ist imstande, eine andere in den Versuchen der Tab. 3 
angedeutete Erscheinung zu erklären, die zunächst rätselhaft ist. In den Versuchen 
Nr. I, 2 und 3 der Tab. 3 und auch in zahlreichen anderen (vgl. die Versuche Nr. 2 
und 4 der Tab. 4) wurde gefunden, daß der Effekt der Vorbehandlung mit Blausäure 
nicht gleichmäßig mit ihrer Dauer an steigt. Er steigt vielmehr zu einem Maximum an 
(z. B. Spaltungsbetrag von 1,26, in einer Stunde Vorbehandlung ansteigend zu 1,98, dann 
in einer weiteren Stunde Vorbehandlung sinkend zu 1,82) und sinkt dann wieder, nicht 
eben stark, aber deutlich zu einem konstanten Wert. Es ist gewiß, daß diese vSchwan- 
kungen außerhalb der P'ehlergrenzeii der Bestimmung Hegen. Die Maxima bei mitU 
lerer Dauer der Blausäurebehandlung können im Einklang mit der zuvor behandelten 
Erscheinung so gedeutet werden: es gibt auch Gruppen im Proteinmolekül, für 
deren Spaltung Papain selbst überlegen ist, während für die Mehrzahl der Gruppen 
das Cyanhydrin sich als wirksamer erweist. Ein gewisses Gemisch von Papain und 
Cyanhydrin, das bei unfertiger Blausäureeinwirkung erhalten wird, gibt unter genau 
gleichen Spaltungsbedingungen die größten Spaltungsbeträge. Die Versuche wurden 
so ausgeführt, daß man z. B. 10 ccm 3proz. Kaliumcyanidlösung, mit Salzsäure auf 
Methylrot neutraüsiert, mit 225 mg Papain und 25 ccm '"/s'I^iii^'triunicitrat auf 50 ccm 
bei 40° brachte. Davon wurden 10 ccm [194] sofort entnommen und mit 2 g Gelatine 
in 50 ccm bei 40° 1^/2 Stunden in Reaktion gebracht; zur Titration dienten 10 ccm. 
Weitere Proben der bei 40° gehaltenen Elausäure-Papainlösung entnahmen wir nach 
30, 60 usw. Minuten, um unter den nämlichen Bedingungen die Proteolyse zu messen. 


Tabelle 3. 

Hydrolyse von Gelatine bei 40*^ in 90 Minuten unter Aktivierung durch Blausäure 

(ccm n/S'KOH). 


Nr. 

Für jede einzelne nydrolj-se 
von 0,4 g Gelatine in ig ccm 
angewandt 

Dauer der .\ktivicrung vor dem Vermischen m 

it Substrat (Stunden) 

längere Zeit 

Papain 

(mg) 

Blausäure | 
j (mg) 

0 

V. 

I 

2 

1 

9 >o 

0,98 1 

1,30 

i 1.48 

— 

(,34 

1,38 n. 3‘AStd. 

2 

9.0 

24.4 1 

1,28 

1,91 

2,00 

1.91 

— 

3 

9,0 

4 .» 

1,26 

1 1,76 

1,98 

: 1,82 

1,83 n. 6 Std. 

4 

4,5 

4,8 

0,83 

: — 

E 43 

^ 1,45 

1.47 n. 19 

5 

2,25 

4,8 

0,53 

: 

0,79 

1,03 

1,07 n. 19 ,, 


Das Cyanid kann seine aktivierende Wirkung, wie L. B. Mendel, und A. P. Blood * 
sorgfältig erörtert haben, durch Beseitigung bzw. Abschwächung von Hemmungs- 
^ Jl. of Biol. Cheni. Bd. 8, S. 17; [1910]. 


Willstalter, Euzyjue. 


98 






1554 


R. Wii,i,stäi:ter und W. Grassmann : 


körpern ausüben oder es kann sich als Koenzym mit dem Papain verbinden. Die Be- 
seitigung der Blausäure aus der aktivierten Enzymlösung durch ein^n Duftstrom oder 
durch Dialyse hinterläßt nach Mendee und Beood das Enz3un in nicht aktiviertem, 
wieder aktivierbarem Zustand. Es war nun zu prüfen^ ob nach Entfernung der Blau- 
säure von dem einmal aktivierten Enzym und bei erneutem Versetzen mit Blausäure 
die Aktivierung denselben zeitlichen Verlauf aufweist, wie wir ihn oben beschrieben. 
Dies ist der Fall; man darf darin eine weitere Bestätigung für die angenommene Rolle 
des Aktivators erblicken, der mit dem Enzym eine dissoziierbare Verbindung bildet. 

Zur Entfernung der Blausäure fanden wir am geeignetsten [195] das Eindampfen 
der Lösung im Vakuum auf etwa was in dem vor kurzem beschriebenen* Apparate 
bei Zimmertemperatur in weniger als ^/4 Stunde gelingt. 450 mg Papain wurden nüt 
20 ccm neutralisiertem 3proz. Kaliumcyanid (250 mg HCN) und 50 ccm “"/5-Citrat 
auf 100 ccm gebracht und 3 Stunden auf 40 erwärmt. Die enzymatische Wirksam- 
keit, gemessen mit 2 ccm dieser Lösung bei 40 in 1^2 Stunden durch Einwirkung auf 
0,4 g Gelatine in 10 ccm, entsprach sofort nach Ansetzen mit Blausäure 1,18 ccm “/a- 
KOH, mit 3 Stunden Vorbehandlung i,go ccm. Nach dem Verjagen der Blausäure 
stellten wir durch erneuten Zusatz von Cyanid und Auffüllen annähernd die ursprüng- 
lichen Bedingungen wieder her. Den zeitlichen Verlauf, den Nr. 4 der Tab. 4 ver- 
zeichnet, druckt das Ansteigen des Spaltungsbetrages von 1,07 auf 1,73 bei 2 bis 3 Stun- 
den Dauer aus. Auch die Eigentümlichkeit eines Maximums (1,81) bei einstündiger 
Aktivierung findet sich wieder. 

Wenn man bei verschiedenen in einem folgenden Abschnitt näher beschriebenen 
Verfahren der Reinigung z. B. durch Adsorption mit Tonerde die Menge des aus den 
Lösungen in Adsorbate und Elutionen übergehenden Enzyms quantitativ verfolgt 
unter Aktivierung mit Blausäure, so stößt man auf keinerlei Unstimmigkeiten, die Vor- 
kommen müßten, wenn es Begleitstoffe des Papains wären, auf welche die Blausäure 
wirkt. Die gereinigten Präparate ergaben auch genau denselben zeitlichen Verlauf 
der Aktivierung wie der Succus Caricae Papayae. 

Reinigung durch Alkoholfällung, Die Papainlösung (6 g in 400 ccm) wurde zu- 
nächst unter Zusatz von Blausäure (1,5 g wasserfrei) 3 Tage auf 40° erwärmt, um die 
im Rohprodukt enthaltenen Proteine tunlichst abzubauen. Die Menge des Enzyms 
blieb konstant. Aus einem Sechstel der Plüssigkeit fällten wir bei einer AJkohol- 
konzentration von 80 % das Papain aus, um es nach dem Abzentrifugieren wieder in 
Wasser zu [196] lösen und im Vakuum von den Resten der Blausäure zu befreien. Die 
Lösung enthielt nun das Papain in 95% der angewandten Menge und fast 2^/2fachem 
Reinheitsgrad. Eine Enzymmenge, die 450 mg Rohpapain entsprach, wurde auf die 
urspmngliche Verdünnung gebracht und mit 50 ccm “/5-Citrat und 20 ccm neutrali- 
siertem 3proz. Kaliumcyanid vermischt, um mit je 2 ccm bei 40 in 1^/2 Stunden die 
Wirkung auf 0,4 g Gelatine in 10 ccm zu bestimmen. Die Abhängigkeit der Aktivie- 
rung von der Zeitdauer ist aus Tab. 4, Nr. 2 ersichtlich. 

* KWiEEStÄTTER, ]. Graser und R. Kuhn, Biese Zs. Bd. 123 [1922], und zwar S. 30 (Abh. 48), 
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Reinigung durch Adsorption. Das Enzym (i g) wurde mit Tonerde (0,5 g AUO3) 
aus 250 ccm mit etwas Ammoniak genau neutralisierter und 45 % Alkohol enthaltender 
Lösung adsorbiert; 9 % vom Papain liinterblieben in der Restlösung. Aus dem Adsorbat 
wurde das Enzym sofort mit 250 ccm “/ao-Essigsäure eluiert und zwar, um die Auf- 
lösung von Tonerde zu verhüten, unter Zusatz von 30 mg Animonsulfat. Die Elutions- 
ausbeute betrug 79% vom angewandten, 87% vom adsorbierten Enzym. Zur Messung 
des zeitlichen Verlaufes der Aktivierung (Tab. 4, Nr. 3) brachten wir das Enz^^m in 
gleiche Konzentration und Versuchsbedingungen wie in den früheren Beispielen. 


Tabelle 4. 

Aktivierungs verlauf mit Papain von verschiedener Reinheit und Vorbehandlung. 
(Hydrolyse von 0.4g Gelatine in loccin bei 40° in 17^ Stunden; etwa 9mg Papain, 4,8 mg CNH.) 


Nr. 

Vorbehandlung 

Dauer der I;uiwirkuiig ■ 

I Min. 'ii I 

vor dein Vermischen mit Substrat 
(Slumieii) 

2 längere Zeit 

I 

vgl. Versuch Nr. 3 von Tab. 3 

1,26 

L 77 ' 

1,98 

1,82 

1,8311. 6 Stdii. 

2 

gereinigt durch Alkoliolfallung ..... 

I,I I ! 

1,80 

1.94 

1.86 

1,82 11. 4 

3 

gereinigt durdi Tonerdeadsorption . . . 

1.31 1 

1,82 

— 

1,98 

__ 

4 

aktiv., von CNH befreit, wieder aktiviert 

1,07 i 

1,60 

J, 8 i 


1,73 n. 18 


[197] 3. Abhängigkeit von der Wasserstoffzahl. 

Die Literaturangaben über das optimale Wirkungsgebiet des Papains sind wider- 
sprechend. Nach A. Baginski ^ liegt das Optimum im neutralen Gebiet, nach 0 . Em- 
merling^ und nach J. E. Rippetoe^ im schwach alkalischen, nach H. T. Gräber 
im sauren. Genauer und mit neueren Mitteln (Einstellung mit NaOH oder HCl und 
Prüfung mit Indicatoren, Formoltitration) hat E. M. Frankel^ die Abhängigkeit 
von* der Acidität geprüft, bei Gegenwart von Blausäure und ohne sie. Für Papain 
ohne Cyanwasserstoff ergab sich ein ausgesprochenes Optimum bei etwa T’h “ 5 
scharfem Abfall nach beiden Seiten, und zwar mit steilerem nach dersaueren hin. Für 
Papain mit Blausäure zeigte dagegen die ^,j-Aktivitätskurve nach der alkalischen 
Seite hin flachere Senkung und ihre Form schien von der Enzymmenge wesentlich 
abhängig zu sein. 

Um für die Cyanidaktivierung mit längerer Dauer der Vorbehandlung, die sich 
aus unserep Versuchen als günstigste Anwendung des Enzyms ergeben hat, den Ein- 
fluß der Wasserstoffionenkonzentration zu ermitteln, stellten wir vergleichende Ver- 
suche an bei Abwesenheit von Blausäure und mit Blausäure unter zweistündiger 
Vorbehandlung. Das Ergebnis war einfach, vielleicht dank dem brauchbaren Ver- 
fahren der Peptid titration. Im ersten Falle waren die Angaben von E. M. Frankel 
vollständig zu bestätigen. Für das Papaincyanhydrin wurde hingegen unter den ge- 
wählten Bedingungen eine ganz gleichlaufende /»n-Aktivitätskurve gefunden (Abb. i). 

^ Diese Zs. Bd. 7, S. 211 [1883]. " Chem. Ber. Bd. 35, S. 695 [1902]. 

3 Jl. of Ind. and Engin. Chemistry Bd. 4, S. 517 [1912]. 

^ Jl. of Ind. and Engin. Chemistry Bd. 3, S. 919 [1911]. 

5 Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, S. 177 [1910]. 
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Es ist bemerkenswert, daß das gefundene Optimum recht nahe mit dem isoelek- 
trischen Punkt der Gelatine zusammenfällt, den neuerdings wieder S. C. RaweinG 
und W. Clark ^ bei = 4,7 gefunden haben. Es bleibt festzustellen, ob dieses 

[198] Zusammentreffen auch für andere Substrate Geltung hat. Die von J. H. Nor- 
throp und anderen Forschem vertretene Annahme, daß Pepsin vorwiegend mit posi- 
tiven, Trypsin schneller mit negativen Protein- 
ionen reagiert, wäre dann dahin zu ergänzen, 
daß das Papain und vielleicht noch einige 
andere pflanzhche Proteasen das undissoziierte 
Biweißmolekül angreifen. 

Die Wasserstoffzahl wurde mit den Ci- 
trat-, Phosphat- und Ammoniumpuffern nach 
S. P. L. Sörensen und nach ly. Michaelis ein- 
gestellt. Ihre zweckmäßig anzuwendende Kon- 
zentration reichte im stärker sauren oder alka- 
lischen Gebiet nicht aus, um im Hydrolysen- 
ansatz das des Puffers zu erhalten. Daher 
wurde die erreichte Wasserstoffzahl nach der 
Indicatorenmethode geprüft (mit einer Genauig- 
keit von io, 2 Einheiten). Die Verschiebung 
während der Spaltung ist im Bereich von 
= 4 bis 7 zu vernachlässigen, auf beiden Seiten von der isoelektrischen Zone der 
Gelatine beträgt sie bis zu 0,7 Einheiten. Als der Mischung ist in den Tabellen 5 

[199] und 6 der nach der halben Spaltungszeit gefundene Wert eingesetzt. 



Abb. I. /Jr- Abhängigkeit der Papain- 
wirkung mit Blausäure-Vorbehandlung 
und ohne Blausäure. 


Abhängigkeit ohne Blausäure. 45 mg Papain brachten wir im Meßkolben 
mit den unten angegebenen Puffermischungen und mit 2 g Gelatine auf 50 ccm und 
ermittelten die bei 40° in 2 Stunden erreichten Spaltungen durch Titration von 10 ccm- 
Proben. Die in der Tab, 5 (nnd in Abb. i) verzeichnet en Werte zeigen das Optimum 


Tabelle 5. 

Papainwirkung bei verschiedenen (Ohne BlaUvSäure.) 
(0,4 g Gelatine in 10 ccm mit 9 mg Enzym; 40°, 2 Stunden.) 


Zusammensetzung des Puffers 

Vb 

Puffers 

Lösung 

Spaltung 
(ccm n/s-KOH) 

2 ccm m/5-Ütrat; HCl = I : 

; 9 . . . : 

E 3 

^ 3.8 

I 0,96 

2 can m/5 -Citrat: HCl = i ; 

: I . . . 

4.0 

4.3 

1,27 

2 ccm m/5-Citrat 


5.0 

5.0 

1.37 

2 ccm m/5-Citrat: NaOH = 

54:4.0 

1 6,4 

6,2 

1,24 

2 ccm m/3-Phosphat; 8 : 2 


: 74 

7.2 

i 0,93 

2 ccm n/i-NH^Cl: NH3 = i 

:8 . . 

9,8 

9.5 

1 0,29 


6 Jl. C^em. Soc. London Bd. 121, S. 2830 [1922]. 

') Jl. Gen. Physiol. Bd. V, S. 263 [1922/23]. Ferner Naturw. Bd. ii, S. 713, und zwar 
8.717 [1923]. 
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bei />u = 5,0 mit steilerem Abfall nach dem sauren Gebiet. Die steile Form der Kurve 
scheint für die Einheitlichkeit des Enzyinmaterials zu sprechen, sie beweist das Fehlen 
von beigemischtem Pepsin. 

/>ji-Abliängigkeit nach zweistündiger Aktivierung mit Blausäure. Proben von 
Papain (je 45 mg) wurden mit 25 mg Blausäure im Volumen von lo ccm angesetzt, 
und zwar mit gleichbleibendem Zusatz von i ccm "^'j-Dinatriumcitrat, das wir für 
die Bereitung der Puffer zum vSpaltungsansatz so weit als möglich berücksichtigten. 
Die Einwirkung der Blausäure bei 40° dauerte 2 Stunden. Dann fügten wir die ein- 
zelnen Puffergemische und 2 g gelöste Gelatine hinzu und füllten auf 50 ccm auf. In 
diesen Versuchen (Tab. 6) ermittelten wir die vSpaltungsbeträge mit nur je 5 ccm der 
Lösung; aber die gefundenen Werte sind in die graphische Darstellung zum Vergleich 
mit der vorangehenden Versuchsreihe verdoppelt eingesetzt. Die Aktivitätskurve 
unterscheidet sich nicht merklich von der ohne Blausäure ermittelten. 

[200] Tabelle 6. 

Papainwirkuiig bei verschiedenen />„ . (Aktivierung mit 2,5 mg CNH in 2 Stunden.) 
(0.2 g Gelatine in 5 ccm mit 4,5 mg Bnzym ; 40*", 2 Stunden.) 


Zusammensetzung des Puffers , 

Pii des 
Puffers 

j Pu der 
s lyösung 

Spaltung 
(ecm 11/5 KOH) 

1 ccm m/5 -Citrat: HCl - t : q. , . 

1,2 

3 .« 

0, t;8 

I ccjii 111/5 -Citrat: HCl i : i . . . 

4,0 

4,3 

M 4 

I ccm 111/5 -Citrat 



I.I8 

I ccm 111/5-Citrat: NaOlI 5.4; 4.6 

6.4 


1 ,02 

I ccm 111/5-Phosphat - <S : 2 . . . 

7.4 

6.8 

‘>.87 

I ccm n/i-NH^Cl: NH 5 - . . 

9,0 

7 .S 

0.68 

I ccm n/i-NH4Cl: NH 5 i . . 

9 ,« 

9,3 

0, 29 

Nachweis von Blausäure 

in it 

Hilfe de 

s Papains. 


Auf die Aktivierung des Papains, die in bedeutendem Maße schon von äußerst 
geringen Mengen Blausäure liervorgerufen wird, läßt sich ein empfindliches Verfahren 
des Cyanidnachweises gründen, das die bekannten Reaktionen auf Blausäure noch 
tibertreffen dürftet Die untere Grenze, bis zu welcher die Anwesenheit von Cyanid 
bei der Eiweißspaltung des Papains noch zu einwandfreien Ausschlägen führt, war in 
unseren Versuchen bei etwa 0,0016 mg CNH ini Volumen von i bis 2^ ccm, die zur 
Messung der Hydrolyse mit Enzym und vSubstrat auf 5 ccm zu bringen waren. Bei 
solchen Spuren von Blausäure bot ihre längere Einwirkung auf das Enzym vor dem 
Vermischen mit Gelatine keinen Vorteil. Zu beachten ist, daß Schwefelwasserstoff 
gleichartig wie Blausäure zu aktivieren vermag und dieselbe Möglichkeit besteht auch 
für noch unbekannte Aktivatoren. (Mit negativem oder geringfügigem Resultat wurden 
geprüft Acetonitril. Benzonitril, Acetamid, Harnstoff, Guanidin, Phenylhydrazin, 
Hydroxylamin, Caffein, Amygdalin.) 

’ Wohl auch den Nachweis als Perrirliodaiiat in der empfindlichen Ausführung von P. La- 
und L. Varenne, Jl. Pharm, et Chim. [7] Bd. 17, S. 97 [1918]. 



1558 


R. WII,I<STÄTTER und W. GraSSMANn : 


In zwei Meßkolben wurden je 50 mg käufliches Papain mit 2 g Gelatine und 5 ccm 
“/3-Dinatriumcitrat auf 50 ccm [201] gebracht und auf 40° erwärmt, einmal mit 
0,04 mg KCN, im anderen Palle ohne diesen Zusatz. Den Verlauf der Spaltung ver- 
folgten wir durch Titration von 5 ccm-Proben. Anfangs war das Überwiegen der 
Spaltung bei Anwesenheit des Cyanids gering, nach 4 Stunden aber betrug das Mehr 
schon 27, nach 8 Stunden 43%. 




Reaktionszeit ii: 

1 stunden 


1 1 1 

. 1 

4 1 

, 8 

ohne Blausäure . . 
mit 0,0016 mg CNH 

0.37 «44 

0,44 j 0,51 

0 C 

0,56 

0.77 

0.65 ccm n/5-KOH 
0,93 can n/5-KOH 


Um auf eine Spur Blausäure in i bis 2 ccm Uösung zu prüfen, bringen wir diese 
also unter Zusatz von 0,2 g gelöster Gelatine und 0,5 ccm “/5-Dinatriumcitrat auf 
das Volumen von 5 ccm und machen einen Vergleichsversuch mit Papain ohne Aktivie- 
rung (oder zwei Vergleiche, ohne und mit Aktivierung durch 0,002 mg Blausäure). Die 
beiden Spaltungsansätze werden nach 8 Stunden langem Erwärmen auf 40 50 ° 

warmem absolutem Alkohol aufs 10 fache verdünnt und mit ""/s-alkoholischer Kalilauge 
(Indicator Thymolphthalein ') titriert. Die Gegenwart von Blausäure verrät sich durch 
größeren Spaltungsbetrag, im angeführten Beispiel durch einMehr von 0,28 ccm “/5-KOH. 

5. Papainmenge und Reaktionsgeschwindigkeit; 

Bestimmungsmethode. 

Die Abhängigkeit des zeitHchen Verlaufs der Hydrolyse von der Enzymmenge 
wurde untersucht, um darauf eine Bestimmungsmethode für Papain zu gründen, welche 
verschiedene Ausgangsmaterialien zu vergleichen und bei den Adsorptionsversuchen 
oder anderen Reinigungsvornahmen die Ausbeuten zu verfolgen erlaubt. Um den Vor- 
teil der Blausäureaktivierung auszunützen, vergleichen wir die Beziehung zwischen 
den Mengen Papaincyanhydrin und der Reaktionsgeschwindigkeit mit der [202] Akti- 
vierungsdauer null und der zur Erreichung eines konstanten Aktivierungseffektes aus- 
reichenden Vorbehandlungszeit von zwei Stunden. Die beiden Versuchsbedingungen er- 
gaben keinen wesentlichen Unterschied, abgesehen von der größeren Geschwindigkeit 
nach Inkubation mit Blausäure. Daher ergaben uns quantitative Bestimmungen des 
Papains unter Blausäureaktivierung mit und ohne solche Vorbehandlung überein- 
stimmende Werte. 

Die abgewogenen Papainmengen wurden mit 25 mg Blausäure in 20 ccm Volumen 
vereinigt, entweder so, daß man sofort die Gelatine zusetzte und auf 40® erwärmte 
oder daß man zuerst 2 Stunden lang bei 40® die Aktivierung bis zum Endwert verlaufen 
ließ. In beiden Pallen vermischten wir das Enz3nn, das auch mit 5 ccm “/5-Citrat 
und mit Toluol versetzt war, im 50 ccm-Meßkolben mit 2 g Gelatine (30 ccm 6,6proz. 
Lösung). Den Verlauf der Hydrolyse bei 40° ergab nach verschiedenen Zeiten die 

* Zur Darstellung des Indicators siehe R. WmirSrATIER und E. WAEBSCHMiDT-LEi'fz, 
Chem. Ber. Bd. 56, S. 488, Fußnote [1922/23] [Ähh, 13). 
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Titration von je 10 ccm in goproz. alkoholischer Lösung mit “/s-KOH. Die ohne Blau- 
säurevorbehandlung gefundenen Werte sind in der Tab. 7, die Ergebnisse mit End- 
wertaktivierung in der Tab. 8 und Abb. 2 verzeichnet. Man findet wohl bei den mitt- 
leren angewandten Papainmengen (5 bis 10 mg in 10 ccm Gelatinelösung) für einen 
gewissen Grad der Proteolyse das Produkt aus Enzynimenge und Reaktionszeit an- 

Tabcllc 7. 

Zeitlicher Verlauf der Hydrolyse mit verschiedenen Papaininengeti unter Akti- 
vierung durch Blausäure (5 mg) und zwar ohne Vorbehandlung. 

(Spaltung von 0,4 g Gelatine in 10 ccni bei 40° während 2 Stunden, Citratpuffer von /»h ^ 5,0; 

gemessen mit n/yKOH.) 


Kmymmenge (mg) für 

0,4 g Gelatine in lO ccm 

V. ! 

Reaktioiisdaiicr in Süuiclcn 

I ■ ! .V. : 

3 

2 

0,17 

0,30 

0,50 

' 0,66 

4 

o,3i 

0,50 

0,76 

1,06 

IO 

0.57 

‘ 0,91 

1,23 

1.51 

15 

0,68 

I,U 

1,50 

1,82 

20 

0,71 i 

1,16 

' I.S2 

1,88 


nähernd konstant, aber einerseits die ganz [203] kleinen, wie auch die größeren Enzym- 
mengen bleiben in der Leistung zurück ; nur in sehr langen Spaltungszeiten nähert sich 
auch in diesen Fällen das Produkt aus Enzymmenge und Reaktionszeit für einen be- 
stimmten Spaltungsgrad annähernder Konstanz. 



Ahb. 2. Geschwindigkeit der Gelatinespaltuiig mit verschiedenen Papainmengen 
(unter Vorbehandlung mit CNH). 

Tabelle 8. 

Zeitlicher Verlauf der Hydrolyse mit verschiedenen Papainmengen unter Akti- 
vierung durch Blausäure (5 mg) und zwar mit zweistündiger Vorbehandlung. 
(Spaltung von 0,4 g Gelatine in 10 ccm bei 40* während 4 Stunden, Gtratpuffer von pH.= 5,0; 

gemessen mit n/5-KOH,) 


Eiizymmenge (mg) 

j Reaktion&dauer in Stunden 

in 10 ccm 

V2 ; I i iv» 

2 

4 

I,2S 

1 

0,26 0,50 

0,66 1 

0,82 i 

1,14 

2.5 

0,61 ; 0,97 

; — ; 

1.40 

1.77 

5 

0,87 ; 1,26 

1.54 

1.77 

2,20 

10 

1,24; 1,22 ! r, 77; 1,68 

2,02 

2,20 1 

2,62 

20 

1,50 : 1,96 

! — 

2,48 ' 

2,76 
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Auf die Messungen der Tab. 8 gründet sich die Bestimmungsmethode. Die in 
dieser Versuchsreihe in i Stunde durch Enzymmengen von i : 16 (1,25 bis 20 mg käufl. 
Succ. Caricae) erzielten Spaltungen stellen wir in Abb. 3 dar, um aus der [204] unter 
den gegebenen Bedingungen (0,4 g Gelatine in IO ccm, 40°, i Stunde; zweistün- 

dige Vorbehandlung mit 5 mg CNH) gefundenen Gclatinespaltung die Menge vor- 
handenen Papains abzuleitcn. Diese Bestimmungsmethode ist freilich nicht allgemein 

und genau reproduzierbar und die in unserer und 
künftigen Arbeiten resultierenden Papainmengen 
werden sich nicht genau vergleichen lassen, zu- 
nächst weil die Gelatine kein Substrat von kon- 
stanter Zusammensetzung ist^. Auch ist es nicht 
ganz gewiß, daß die Aktivierung durch Blausäure 
andere Khrflüsse, sei es der Aktivierung oder 
Hemmung, begleitender Stoffe völlig auszugleichen 
vermag. Daher läßt sich nicht ebenso gut eine 
Papaineinheit festsetzen wie etwa eine Eipaseein- 
heit für die Substrate Olivenöl, Methylbutyrat und 
Triacetin. Für unsere Untersuchung mag aber, 
da es einfach und zweckmäßig ist, mit den Pa- 
painmengen der Abb. 3, nämlich den Milligram- 
men des als Succ. Caricae Papayae von E. Merck bezogenen rohen Papains, als 
Papaineinheit gerechnet werden. 

6. Spezifität des mit Blausäure aktivierten Papains. 

Blausäure beeinflußt die Papainwirkung nicht einfach im Sinne einer Geschwindig- 
keitssteigerung, sondern das sogenannte [205] Cyanhydrin des Papains ist als proteo- 
lytisches Enzym spezifisch für gewisse Substrate. Schon im zweiten Abschnitt w^aren 
Beobachtungen über den zeitlichen Verlauf der Aktivierung im Sinne der Unter- 
scheidung von Papain und Papaincyanhydrin als zweier spezifischer proteolytischer 
Enzyme gedeutet worden. Im folgenden soll an verschiedenen Fällen gezeigt werden, 
daß Substrate gegen Papain resistent sind und von blausäureaktiviertem Papain ge- 
spalten werden. Der im zweiten Abschnitt angedeutete umgekehrte Fall, daß Papain 
für gewisse Enzymkomplexe spezifisch wirksam, das Cyanhydrin unwirksam oder 
mindestens weniger wirksam wäre, bleibt noch aufzusuchen. 

a) Hydrolyse von Pepton aus Albmnin. In qualitativen Versuchen beobachteten 
E. B. Mendel und A. F. Blood^) bereits, daß für die Spaltung von Pepton Witte, 
übrigens auch für das Auftreten von Eeucin und Tyrosin, bei der Spaltung von Eier- 
albumin die Anwesenheit von Cyanwasserstoff erforderlich ist, 

' Angewandt wurde die beste Sorte der Deutschen Gelatinewerke A.-G. in Schweinfurt. 

') Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, S. 177, und zwar S. 205 [1910]. 



Abb. 3. Papainmenge und Grad der 
Hydrolyse (i Stunde). 
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Das käufliche Pepton ex albumine von E. Merck, nach dem Merckschen Index 
durch Pepsinwirkung gewonnen, ist beständig gegen Papain ohne Blausäure. Pepsin 
und Papain sind hier in ihrem Abbauvermögen übereinstimmend. Man findet in der 
ersten Stunde der Einwirkung von Papain eine geringe Anfangsspaltung; sie nimmt 
in den folgenden Stunden und Tagen gar nicht zu. Es scheinen also im Pepton nur 
vereinzelte, für das nicht aktivierte Papain angreifbare Bindungen vorhanden zu sein, 
nach deren EÖsung die Reaktion stillsteht. Papain mit Cyanwasserstoff bewirkt da- 
gegen in fortdauernder Hydrolyse einen langsamen, aber tiefgehenden Abbau. 


Papain ohne CNH 

Papain ^orbeh. mit 2,5 mg CNH 


Reaktiüiisdauer in jitunden 

124 

0,16 ^ - - ' o,r6 

0,22 ! 0,31 0,41 


Keaktionsdaii 

0,14 ' — : -- 

071 : 0,94 J,Ü 


in Tast-n 

8 

o, ] 7 iin ganzen 
1,19 im ganzen 


[2o6j In dieser Versuchsreihe enthielt jede Probe zur Titration 0,2 g Pepton mit 
J,5 mg Enzym und i ccm “/5-Citrat in 5 ccm. 

b) Bei Peptonen aus Gelatine, die wir mit dem Papain selbst durch w'eitgehenden 
Abbau gewannen, war der Unterschied zwischen dem Enzym ohne und mit Blausäure 
noch schärfer. 

Darstellung und Eraktionierung der Peptone. Das durch Papain gebildete Gemisch 
von Abbauprodukten zerlegten wir in 4 Fraktionen auf Grund der abgestuften Eöslich- 
keit in goproz. Methylalkohol, goproz. Äthylalkohol und absolntom Alkohol. 

100 g Gelatine (entsprechend 83 g wasserfreier Substanz) wurden in 800 ccm nnt 
2,4 g Succ. Caricae Papayae 3 Stunden bei 65 ° und über Nacht bei 30” beliandelt unter 
Zusatz von 0,3 g KCN (neutralisiert) und 16 ccm n-Acetatpuf fer 1:1. Nach dem Fil- 
trieren vermischten wir die Flüssigkeit mit Methylalkohol zu einem Gehalt von 
9oVo].-%; dabei entstand der gut filtrierbare, aber hygroskopische Nicdersclilag I. 
Da Äthylalkohol vom gleichen Wassergehalt viel weniger von den Peptiden löst, 
dampften wir das Filtrat im Vakuum ein und verdünnten die auf 200 ccm gebrachte 
wäßrige Uösung bis zur Trübung mit Alkohol, um sie dann unter Rühren bei — y'^ 
in die für eine 90 volumprozentige Mischung berechnete Menge Alkohol einzutragen. 
Der entstandene, sehr reichliche Niederschlag II war nur bei tiefer Temperatur gut 
filtrierbar. Darauf verdampfte man das Filtrat im Hochvakuum zur vollkommenen 
Trockne und zerlegte den Rückstand mit absolutem Alkohol in 2 Anteile, das in Alkohol 
Unlösliche III und das darin Lösliche IV. 

In einem der analogen Versuche unterwarfen wir das Produkt der Proteolyse 
vor dem Fraktionieren einer Reinigung durch Elektrodialyse zur Beseitigung der Mine- 
ralbestandteile (7 Stunden bis herab zu annähernder Konstanz, weniger als ^/lo der 
anfänglichen Stromstärke). Der Aschegehalt ging von etwa 4 auf 0,2% zurück, das 
ganze Substanzgewicht um 19%. Die Niederschläge fielen dann in weniger günstiger, 
kolloider Form aus, W’aren aber minder hygroskopisch . 

[207] Alle Fraktionen geben die Biuret- und die Ninhydrinreaktion, auch alle die 
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Millonsche Reaktion, die löslichsten aber ziemlich sdhwach. Sie geben mit Phosphor- 
wolframsäure und mit Tannin starke Fällungen, dagegen keine mit Ferrocyanwasser- 
stoff säure. 

Diese verschiedenen Peptonanteile, deren Prozentbeträge und ungefähre Äquiva- 
lentgewichte in der Tab. 9 verzeichnet sind, zeigen bedeutende Differenzen zwischen 
der Titration in 5oproz. und gyproz. alkoholischer Lösung unter Anwendung von 
Phenolphthalein oder in 5oproz. Alkohol mit diesem und in poproz, Alkohol* mit 
Thymolphthalein. Auf diesem Unterschied beruht der Vorschlag von R. Willstättkr 
und E. Waldschmidt-Leitz2, Gemische von Aminosäuren und Peptiden zu beurteilen. 
Dies ist allerdings nicht eine genaue Bestimmungsmethode, es ist nur eine Schätzung, 
die infolge der verwickelten Zusammensetzung des proteolytischen Materials mit be- 
deutenden Fehlem behaftet sein muß. Aminodicarbonsäuren werden die Bestimmung 
stören, da das eine von ihren Carboxylen schon in 5oproz. Alkohol voll titrierbar ist, 


Tabelle 9. Peptidgemische aus Gelatine, 



Anteil in % 
der wasserfr, 
Gelatine 

I,ösliclikeit 

Äqiiiv. n. Titr. 
in 90 prra. 
Alkohol 

Schätzung 
in 50- u. 
Alke 

d. Titrat. 

90 proz. 

)hoi 

Amino- 

säuren 

Peptide j 

i.Vers. Frakt. I 

23 

unlösl. 90proz. Methylalkohol 

500 

80 ' 

20 

„ II 

41 

,, poproz. Äthylalkohol 

425 

77 

23 

„ III 

6.5 

„ absolut. Äthylalkohol 

430 

80 1 

20 

IV 

12 

löst ,, 

470 

78 ; 

22 

2, Vers, „ I 

II 

unlösl. 90pro2. Methylalkohol 

610 

— 

— 

,, II 

39 

,, 9oproz. Äthyalkohol 

360 

86 i 

14 

n III 

IO 

,, absolut. Äthylalkohol 

350 

— i 

— 

,, IV 

5 

löst 

395 

— i 

— 


[208] Peptide der Diaminosäuren werden entgegengesetzte Abweichungen verursachen, 
nämlich erst zusammen mit den Aminosäuren ganz erfaßt werden. Die in der Tab. 9 
mit geteilten Werte Bieten daher nur einen vorläufigen Anhalt hinsichtlich der Ent- 
stehung von Aminosäuren beim Abbau. 

Einwirkung des Papains auf die Gelatinepeptone. 

Die Peptonfraktion II von zwei Darstellungen gab beim Behandeln mit Papain 
unter den üblichen Bedingungen (40°, Citratpuffer von />h = 5 ), aber ohne Blausäure, 
keinen Aciditätszuwachs. Die folgenden Werte der Titration mit 75-KOH beziehen 
sich auf 5-ccm-Proben, die 0,2 g Pepton mit 4,5 mg Enzym und 0,5 ccm “/5-Puffer 
enthalten, und bedeuten die Zunahme vom Versuchsbeginn an. 


Reaktionsdauer in Tagen 



. r . 

8 

16 

I. Präparat . . . 

0,04 

0,01 

0,01 

0,06 

2. Präparat . . . 

0,03 

0,02 

' 0,02 

0,06 


' Vgl. E. Waij)SChmidT-LKiTZ, Diese Zs. Bd. 132, S. 181, und zwar S. 195 [1923/24] {Abh. 02). 
* Chem. Ber. Bd, 54, S. 2988 [1921]. 







Aktivierung des Papaius durch Blausäure. 


1563 


Bei Einwirkung von blausäurevorbehandeltem Papain (Tab. 10) erlitten alle vier 
Fraktionen von Gelatinepepton weiteren Abbau, der monatelang fortschritt. Die durch 
Alkohol am leichtesten gefällten Peptone ergaben die größte Aciditätszunahme, die 
löslicheren, schon weiter abgebauten waren resistenter. Die Äquivalentgewichte sanken 
von etwa 500 (bei I) und 430 bis 420 (bei 11 bis IV) auf ungefähr 300. Vom Aciditäts- 


Tabelle IO. 

Abbau von Gelatinepeptoiicii durch Papaiii mit Blausäure (ccni n/5-KOH). 
(0,2 g Pepton in 5 ccm, 4,5 mg Papain, 2,5 mg CNH, 111/5 -Dinatriumcitrat; 40°.) 


Pepton- 

fraktiou 

l 

T 

Reaktioiiüdauer in 

4 8 

Tayen 

iC) 

82 d« 

I 

0,5 S 

0,70 , 

0,89 

1,16 

^> 3 ^ ; 

1.43 1 '.49 

II 1 

0,27 

i 0,45 ■ 

0,58 

0,72 

0,98 ; 

1,04 ^ 1,10 

III 

0,31 

0,46 

0,54 

0,72 

0,93 

0,98 1 

IV , 

0,18 

0,22 ; 

0,28 

0,35 

0.47 

0,63 i — 


Zuwachs entfielen schätzungsweise bei der I. Fraktion [209] 60 % auf ueugebildete 
Aminosäure, bei III etwa 50. Bei II erstreckte sich in den ersten acht Tagen der Acidi- 
tätszuwachs nur auf Peptide, in den späteren Wochen aber zu 40 % auf Aminosäuren. 
Der Anteil der Aminosäuren in diesem Gemisch stieg auf etwa ein Drittel der f itrations- 


addität. 

Ähnliches Verhalten, jedoch zu Anfang raschere Spaltung (Bedingungen wie oben, 
Blausäureaktivierung) zeigte Gelatinepepton, das durch Trypsinwirkuug gewonnen war. 

I 4 8 32 43 Tage 

0,85 1,13 1.25 1,50 i,6<S 

Die Aminosäuren waren zu Beginn und am Ende des Versuches auf ein Drittel der 
titrierten Acidität zu schätzen. Das Äquivalentgewicht sank von 400 auf etwa 240. 
also tiefer durch die Kombination von Trypsin und Papain wie bei der Hydrolyse durch 
letzteres allein. Ebenso führte die Trypsinspaltung des mit Papain gewonnenen Peptid- 
gemisches (Frakt. II) zu viel kleinerem Äquivalentgewicht (150) als sein mit Papain- 
cyanhydrin (Tab. 10) fortgeführtcr Abbau. Vom Aciditätszuwachs entfielen hier etwa 


85% auf Aminosäuren. 

(0,2 g Pepton in 8 ccm. 30», 0,4 ccm n/i-Ammoupuffer von = 8,9; 26 mg Pankreaspräpaiat 
Nr 4 mit Enterokinase ausreichend aktiviert.) 

T *2' 4 8 16 32 läge 

1,49 1,94 2.59 2,93 3.54 4.>3 ecm n/5-KOH. 

c) Einfache Peptide. 

Nachdem O. EmmERWNg^ sowie Fs. Kutscher und Lohmann - das schon von 
S H Martin 3 und von S. H. Vines“ erkannte Auftreten von Aminosäuren bei der 
Papainverdauung der Fibrins beobachtet hatten, prüften aum ersten Male E. Abder- 
halden und Y. TerüCChi 5 die Wirkung von Papain auf ein Dipeptid, Glycyl-l-tyrosm, 


■ Chem.Ber. Bd. 35. S. 695 [i 902 ]- 

: Bd. 18, S. 289 ,904]. 

5 Diese Zs. Bd. 40 , S. 21 [1906]. 
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und fanden es spaltbar bei Anwendung von sehr viel Enzym (i g für [210] 1,5 g Pep' 
tid, 7 Tage). Dieser Beobachtung stehen die Versuche von E. M. Frankel ^ gegenüber, 
der mit Papain, auch mit blausäureaktiviertem, keines der Dipeptide Glycylglycin, 
Alanylglycin, Glycylalanin, Alanylalanin und Glycyltyrosin zu spalten vermochte. 
Um Papain und sein Cyanhydrin zu vergleichen, prüften wir ebenfalls Glycylglycin 
und das noch nicht untersuchte d.l-Leucylglycin, ein Präparat aus E. Fischers Be- 
sitz, das wir wie das unten erwähnte Tripeptid der Freundliclikeit des Herrn Dr. Her- 
mann Fischer verdankten. Bei Versuchen mit Eeucylglycin ohne Blausäure variierten 
wir die Wasserstoff zahl durch Anwendung von Acetatpuffer = 4,7) und Ammon- 
gemisch [p^ ~ 8) ; die Spaltungsversuche mit Blausäure fanden unter zweistündiger 
Vorbehandlung statt, und zwar mit dem übhchen Citratpuffer von p^ = 5,0. Es mag 
genügen, von den negativen Versuchen einige mit aktiviertem Papain auszuführeii. 

(Vs 00 Mol. Peptid in 25 ccm mit 12,5 mg CNH, 2,5 ccm Citrat, 40°; titriert je 5 ccm.) 



j Realilioiiszät in Stunden 


18 1 

j 72 

Glycylglycin (0,336 g Chlorh.) . . 

-- 0,01 1 

— 0,01 

Leucylglycin (0,376 g) 

-r- 0 ,ü 0 

— 0,01 


Dagegen wird Eeucyl-glycyl-leucin durch Papain mit Cyanwasserstoff angegriffen ; 
nach der Zunahme der Titrationsacidität war ein Drittel in Dipeptid und Aminosäure 
gespalten. 

(Subst. in 10 ccm mit 9 mg Papain, 5 mg CNH, i ccm m/5 -Citrat.) 

0,0308 g Tripeptid, 24 Stunden 40®. Spalt, entspr. 0,15 ccm n/5-KOH 

0,0680 g ,, 48 ,, 40'^. ,, ,, 0,37 ccm 

Einige der durch Papain nicht hydrolysierbaren Substrate wurden auf ihre hem- 
menden Wirkungen geprüft. Für Leucylglycin läßt sich mit Gelatine als Substrat 
Hemmung des Papains nachweisen. Gelatinepepton (dargestellt mit Papain, Frak- 
tion IV) wirkt auch hemmend auf die Gelatinehydrolyse des Papains wie des Cyan- 
hydrins, wenn auch nicht stark. [21 1] Beträchtlicher ist die Hemmung durch das 
weniger abgebaute käufliche Pepton aus Albumin. Sie macht sich ebenso gegenüber 
Papaincyanhydrin wie gegen Papain geltend, 

0,4 g Gelatine in 10 ccm. 9 mg Papain, zuvor mit 0,2 g Pepton i Stimde bei 40^ gc kalten. 


I ccm m/5 -Citrat; 40°, 2 Shuiden.) 

a) Ohne Blausäure. Spaltung d. Gelatine ohne Pepton 1,05 

Spaltung d. Peptons ohne Gelatine .... o,n 

Spaltung ini Versuch 0,44 

b) Mit Blausäure (5 mg) Spaltung d. Gelatine ohne Pepton 2,03 

(Vorbehandlung 2 Stunden). Spaltung d. Peptons ohne Gelatine .... 0,14 

Spaltung im Vensuch 1,25 


7. Adsor p tionsverhal t en des Papains. 

Eine erste Reinigung des Rohproduktes läßt sich durch Fällung mit Alkohol er- 
zielen, am wirksamsten so, daß durch vorangehendes Digerieren mit etwas Blausäure 
’ Jl, of Biol, (^em. Bd. 31, S. 2oi, und zwar S. 213 [1917]. 
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die beigemischten pflanzlichen Eiweißkörper teilweise abgebaut werden. Diese Be- 
handlung war bei unserem Ausgangsmaterial wirksamer als die Fällung mit BleieSvSig 
nach A. ^A'urtz, bei der wir das Enzym teils in den Niederschlag gehen, teils in der 
Mutterlauge Zurückbleiben sahen. Bei einem Gehalt von 15 mg in i ccm begann das 
Enzym beim Vermischen mit etwas weniger als dem gleichen Volumen Alkohol aus- 
zufallen und die Fällung war ziemlich vollständig bei einer Alkoholkoiizentration von 
80%. Nach der dreitägigen Selbstverdaiiung bei 40° ist die Niederschlagsgrenze zu 
einem Alkoholgehalt von 55 % verschoben und die Fällung bei 80 % noch vollständiger. 
Die enzymatische Konzentration war nach diesem Unischeiden die doppelte bis drei- 
fache. 

Angewandt 135 Papain-Einheiten in 9 crni, gefällt mit dem vierfachen Volumen Alkohol. 

Vers, mit Rohprod. lui Niederschlag ii3Einli.. Gew. 64,8 mg; Reinheitsgrad 1,7 fach. 

Nach CNH-Behatidlung, Im Niederschlag 120 Eiiih,, Gew. 45 mg; Reinheitsgrad 2,7 fach. 

Adsorption durch Kaolin (Tab. ii). Papain läßt sich aus wäßriger Lösung 
von Kaolin leicht adsorbieren, wovon je nach dem Adsorptionsgrad das zehn- bis zwan- 
zigfachc Gewicht erforderlich ist. Das Verhalten ist in neutralem und [212] angesäuer- 
tem, in wäßrigem und alkoholischem Medium übereinstimmend, etw^as ungünstiger 
dagegen die Adsorption aus ammoniakalischer T/Ösung. Ganz verschieden davon ist 
das Verhalten gegen Tonerde. 


Tabelle ii. Adsorption des Papains durch Kaolin. 


Xr. 

j Rnzym menge, ; 
Papain einh. j 

; .. 1 

Ver- 

dünnung 

(ccm) 

Angewandte l;nz\inlösung 

Iv 11 zyni menge in 
der Restlösung, 
Pap.aineinli. 

1 

! Kaolin 

! Adsorptioiis- 
gr.ad 

1 Adsorptiüin 
i wert 

1 

I ^ 

1 

45 ! 

13 

ohne Zusatz 

26 

0,2 

43 

1 9,7 

2 

45 : 

13 

n/20-essigsauer 

26 

0,2 

43 

' 9,7 

3 

45^ 

120 

ohne Zusatz 

267 

2,0 

; 41 

9,3 

4 

i 450 ' 

120 

33proz. Alkohol 

272 

2,0 

' 39 

i S ,7 

5 

i 135 i 

15 

ohne Zusatz 

94 

0,6 

‘ 30 

i 6,7 

6 

45 

13 

desgl. 

14 

0,5 

; 69 

1 6,2 

7 

45 

13 

desgl. 

3 

0.8 

i 93 

1 5,2 

8 

; 45 

13 

n/20-essigsaner 

3 

0,8 

93 

5.2 

9 

45 

13 

n/20-ammoniak. 

lü 

0,8 

77 

i 4.3 


Adsorption durch Tonerde (Tab. 12). Papain zeigt ein sehr charakteristisches 
Adsorptionsverhalten. Es wird aus saurer Lösung schlecht, aus neutraler besser, aus 
ammoniakalischer viel besser adsorbiert. Daher läßt es sich nicht mit Ammoniak elu- 
ieren, eluierbar ist es durch "/20-Essigsäure, auch schon durch Wasser. Die verschiede- 
nen Tonerdepräparate wirken ungleich; Aluminiumhydroxyd C ist etwa dreifach wirk- 
samer als das Hydrogel A. Glyceringehalt der sauren Lösung verhindert die Adsorp- 
tion. Viel leichter adsorbiert wird das Papain aus alkoholhaltiger Lösung; der Einfluß 
des Alkohols ist schon weit unter der Konzentration der beginnenden Fällung bedeutend. 

In diesem Verhalten ist Papain besonders ähnlich der Peroxydase b wenn auch 
noch in einigen anderen Fällen, bei [213] Saccharase und Amylase, -Begünstigung der 


^ R. Wii,i;sTÄTtRR, Eiebigs Ann. der Chem. Bd. 422, S. 47, und zwar $. 6i [1920] {Abk. 36), 
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Adsorption durch Zusatz organischer Lösungsmittel beobachtet wird. Das Papain 
oder richtiger sein Komplex mit enger verbundenen Begleitstoffen scheint in wäßriger 
Lösung basische Eigenschaften zu besitzen und in alkoholhaltiger Lösung sauren 
Charakter zu entwickelnd 

Unter günstigen Bedingungen vermag i mg als Tonerdegel C die Papain- 
menge aufzunehmen, die in 2 bis 5 mg Rohprodukt enthalten ist. Dabei folgen aber 
so viele Begleitstoffe mit, daß das Verfahren in diesen vorläufigen Versuche^ noch nicht 
zu günstigen Reinheitsgraden führte. Daß die Begleitstoffe einen starken Einfluß auf 
das Verhalten dieses Enzyms austiben, läßt sich daraus erkennen, wie sehr sich der 
Adsorptionswert mit dem Adsorptionsgrad ändert. Das Verhalten soll im Sinne der 
Untersuchung von H. Kraut und E. Wenzeu^: „Über Enzymadsorption“ mit Mes- 
sungen an reineren Präparaten verfolgt werden. 

In einem Beispiel wurden 450 mg Rohpapain (d. i. 450 Einheiten) in 50 ccm wäß- 
riger Lösung mit etwas Ammoniak neutralisiert und mit einer wäßrig-alkoholischen 
Suspension von Tonerde C versetzt (15 ccm, 0,225 g ALO3 enthaltend, mit 54 ccm 
Alkohol vermischt). Das in der Zentrifuge abgetrennte Adsorbat lieferte mit 120 ccm 


[214] Tabelle 12. 

Adsorption des Papains durch Tonerde. 


j 

Nr. 

:iiii 

1 w 

1 Verdünnung 

1 Angewandte Enzymlösung 

Enzymmenge 
in der Rest- 
lösung 
<Einlieiten> 

1 'Ü 

1 Si ü 

i (g) ' 

Adsorptions- 

grad 

1 ^ 

Sw « 

I ! 

450 

^ 200 

n/20-essigsauer 

290 

:C, 1,66 

' 36 1 

1 

i 100 

__ 

2 

! 450 

i 200 

neutral . 

216 

C. 1,66 

52 ’ 

140 

50 

3 

' 450 

■ 200 

n/20-aninioniakalisch 

100 

C. 1,66 

78 ' 

i 210 1 

55 

4 

! 45 

' 20 

n/20 -essigsauer 

35 

i A, 0,33 

22 i 

i 30 i 

— 

5 

; 45 

1 20 

n/20-annnomakalisch 

15 

A, 0,33 

66 

i 91 1 

1 94 

6 ' 

45 

20 

n/20-e5sigsauer, 1 5 % Glycerin . . . . i 

45 

:C, 0,165 

0 

0 * 

i — 

7 ! 

; 45 i 

1 20 

n/20-anunoniakalisch j 

14 

je, 0,165 

68 ' 

180 ' 

: — 

8 ' 

150 : 

: 31 ' 

n/20-essigsauer, mit HCN 3 Tage vorbeh. | 

126 . 

C. 0,254 

16 ' 

95 ' 

1 — 

9 

150 

; 66 

n/20-anmioniak., ebenso vorbehandelt ^ 

, 33 

IC, 0,45 ^ 

1 78 

1 260 

i — 

IO ^ 

450 

120 

n/20-essigsauer, 30% Alkohol . . . . 1 

180 

IC. 0,55 ' 

60 

i 480 

1 — 

11 

450 ; 

I 2 Ü 1 

neutral, 30% Alkohol 

, 37 

IC. 0,55 ^ 

92 

j 740 

1 60 

12 ; 

450 

: 120 

n/20-animomak., 30% Alkohol. . . . 


!C> 0,55 

90 

730 

1 61 

^3 ; 

450 

120 

neutral, 30 % Alkohol 

' 69 

’C, 0,37 

85 

i 1030 

! 76 

14 ^ 

450 ^ 

120 

desgl 

176 

C, ü,i8 

61 

1520 

, 100 

^5 i 

, 450 

i 120 

neutral, 45% Alkohol 

20 

iC. 0,37 , 

95 

I 1160 

58 

16 

450 

; 120 

desgl 

78 

iC, 0,18 

83 

j 2000 

63 

17 ’ 

450 

; 120 

n/25-animoniak., 33% Alkohol. . . . 

28 

A, 1,15 

94 

1 370 


18 ; 

300 

80 

neutral, 25% Glycerin, 45% Alkohol . 

44 

;C, 0,15 

85 


67 

19 

t 75 

! 16 

neutral, mit HCN 3 Tage vorbeh., mit 




1 T700 


1 

1 

1 

Alkohol gefällt, gelöst, 50% Alk. enth. 

i I 

C, 0,038 

98 

1930 

— 

20 ; 

1 75 

1 

desgl 

i 8 

;C, 0,0127 

1 90 

i 5300 

— 


' Siehe hierzu die Betrachtungen über den Einfluß des Alkohols in der III, Abh. über 
Peroxydase, R. WiriATÄTTER und A. Poewnger, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 430, S. 269, und 
zwar S. 275 [1922/23] {Abh. 37). 

* Biese Zs. Bd. 133, S. i [1923/24] {AbL 51). 
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"/20-Kssigsäure eine Elution, die 340 Einheiten, d. i. 75 % vom angewandten Enzym 
enthielt. 

2 ccm Elution ergaben unter den Bedingungen der Bestiniinuugsinethode in i Stunde 
Gelatinespaltung entspr. 1,33 ccni n/5-KOH, enthielten daher 5,3 Einheiten. — 20 ccm Elution 
gaben 0,0324 g Trockengewiclit mit 0,0031 g (90%) Asche, Reiiilieitsgrad 1,6 fach. 

Von der gewonnenen Elution unterwarfen wir 80 ccm (212 Einh.) erneuter Adsorp- 
tion aus verdünnterer Eösung (140 ccm, 54 ccm Alkohol enth.) mit geringerer Tonerde- 
menge (75 mg), daher geringerem Adsorptionsgrade. In der Restlösung [215] hinter- 
blieben diesmal 86 Einh., d. i. 40 %. Das abzentrifugierte Adsorbat wurde mit 50pToz. 
Alkohol gewaschen und mit reinem Wasser (140 ccin) eluiert. Die neue Elution ent- 
hielt 77 Einh., d. i. 6l% vom adsorbierten Enzym. 

2,6 ccui Elution ergaben luiter den Bedingungen der Bestininiuiigsniethode in i Stunde 
Gelatinespaltung entspr. 0,59 ccm n/5-KOH, enth. daher 1,4 Einheiten. — 20 ccm gaben 0,0049 g 
Trockengewicht; Reinheitsgrad 2,2 5 fach. 
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118. BLAUSÄURE-AKTIVIERUNG UND -HEMMUNG PFLANZLICHER 

PROTEASEN. 

Von Richard Willstätter, Wolfgang Grassmann und Otto Ambros. 

Zweite Abhandlung über pflanzliche Proteasen. 

(Mitteilung aus dem Chemischen I^aboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

iMit I Abbildung ini Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 2. November 1925.) 

Einleitung. 

Für die Protease aus dem Milchsaft von Carica Papaya hat Cyanwasserstoff die 
Bedeutung einer Kinase, die, in zeitlichem Verlauf mit dem Enzym reagierend, seine 
Aktivität erhöht und zudem seinen Spezifitätsbereich erweitert. Das Papain wirkt 
peptonisierend, es vermag Gelatine zu hydrolysieren, indessen nicht tiefgreifend, aber 
es ist nicht imstande, Peptone abzubauen. Das Papaincyanhydrin hydrolisiert Gelatine 
weitgehend, es spaltet Peptone. Zu diesem Spezifitätsunterschied, von dem unsere erste 
Mitteilung I handelte, kommt ein weiterer hinzu; Papain selbst wirkt nicht auf genuines 
Eieralbumin, während es zusammen mit Blausäure dazu imstande ist. Papain ohne 
Aktiva tor kann wegen seiner engeren Spezifität mit Trypsin verglichen werden, anderer- 
seits sind die Systeme Papain + Blausäure und Trypsin Enterokinase, insofern sie 
sowohl peptonbildend wie auch peptonspaltend sind, als Analoge zu betrachten. Unter 
Trypsin ist hier im Sinne der letzten [287] Ergebnisse von E. Waldschmidt-Leitz 
und A. Hartenkck das erepsinfreie Enzym verstanden. Die Aktivierung des Papains 
durch Cyanwasserstoff ist eine so ausgeprägte Erscheinung, daß sie sich zur Kennzeich- 
nung der proteolytischen Enzyme der Pflanzen besonders eignet. Der Vergleich pflanz- 
licher Proteasen, den wir im folgenden beginnen, zeigt, daß es unter ihnen tryptisclie 
Enzyme gibt, die durch Blausäure aktiviert und solche, die durch sie gehemmt werden. 
Die verschiedenen Fälle haben also das gemeinsame, daß das Enzym durch die Ver- 
bindung mit dem Zusatzstoff Änderungen seines Reaktionsvermögens erleidet, sei es 

^ Diese Zs. Bd, 138, S. 184 [1924], 

*) II. und III. Mitteilung zur Spezifität tierischer Proteasen, Diese Zs. Bd. 147, S. 286 [1925] 
und im Druck {Ahh. log und iio). 
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im Sinne der Vermehrung oder Verminderung seiner Aktivität. Die Protease der Ananas, 
die in der Literatur Bromelin genannt wird, ist gleichartig mit Papaiti, die Protease 
der Kürbisfrucht ist von ihr scharf unterschieden. 

Das proteolytische Enzym der Ananas haben am eingehendsten R. H. Chitten- 
DEN*, S. H, ViNES ^ und J, S. Caedweee'^ untersucht. Besondere Aufmerksamkeit 
beansprucht die Angabe von Vines, daß Bromelin in entschiedenem Gegensatz zu 
Papain durch Cyanwasserstoff gehemmt werde. Dieser Befund des auf dem Gebiet 
der proteolytisclien Enzyme so erfahrenen Botanikers stützt sich auf qualitative Be- 
obachtungen, Verschwinden einer Fibrinflocke, Auftreten und Stärke der Tryptophan- 
reaktion. Die Methodik ist seit jener Untersuchung dank der Berücksichtigung der 
Wasserstoffionenkonzentration und der Ausgestaftung quantitativer Bestimmungs- 
weisen verbessert worden. Die früheren Angaben halten der Nachprüfung nicht durch- 
wegs stand, ohne daß sich im einzelnen angeben läßt, durch welche Umstände die Ab- 
weichungen bedingt sind. 

[288] Die Protease des Ananassaftes wird durch Cyanid ähnlich wie Papain aktiviert. 
Das sogenannte Bromelin bewirkt ohne Aktivierung gut die Spaltung von Gelatine, 
die durch Blausäure nur mäßig beschleunigt wird, z. B, um etwa 50 %, wenn die Papain- 
wirkung um etwa 100% gesteigert wird. Bromelin für sich allein ist zum Unterschied 
von Papain gegen Albuminpeptone nicht wirkungslos, aber es wirkt nur schlecht darauf 
ein. Durch Cyanwasserstoff wird die Reaktionsgeschwindigkeit bedeutend erhöht. 

Für die Aktivierung der Ananasprotease erweist sich Schwefelwasserstoff gleich- 
falls als geeignet. Die Wirkung ist zwar in bezug auf Gelatine nur undeutlich, aber beim 
Substrat Pepton ebenso bedeutend wie die von Blausäure. Der Schwefelwasserstoff 
ist schon früher beim Papain von U. B. Mendee und A. F. Beood'), die in schwachen 
Säuren Aktivatoren der Papainwirkung suchten, neben Borsäure zum Vergleich mit 
Cyanwasserstoff herangezogen worden. Von den beiden Aktivatoren finden wir den 
Schwefelwasserstoff in geringerem Maße geeignet, die Papainwirkung auf Gelatine 
zu steigern^ dagegen ebenso gut wie die Blausäure die Pcptonliydrolyse aktivierend. 

Die Protease der Ananas steht dem Papain also sehr nahe. Sie könnte ein beson- 
deres Enzym sein, das dem Papain sehr ähnlich wäre; aber die Erscheinungen sind auch 
vollständig so zu verstehen, daß die Ananasprotease und das Papain identisch sind 
und daß die beobachteten Unterschiede (Wirkung auf Peptone, wenn auch schwache; 
geringere Aktivitätssteigerung durch die Zusatzstoffe) durch Vergesellschaftung mit 
einem natürlichen Aktivator bedingt sind. 

Über die Protease der Kürbisfrucht finden sich Beobachtungen bei Ce. Fermi 
und Iv. Buscageionp) und bei S. H. Vines^), aber sie ist noch nicht mit Blausäure kom- 
biniert worden. Dieses Enzym wird durch Blausäure entschieden gehemmt, und noch 

^ Trans. Conn. Acad. Bd. 8, Dez, 1891 ; — Jl. of PhysioL Bd. 15, S. 249 [1894]. 

5 Annalsof Botany Bd. 17, vS. ^97 [1903]; Bd, 19, S. 149 [1905]* Hier besonders Bd. 17. S. 606. 

4 Bot, Gaz. Bd. 39. S. 409 [1905]. ') Jl Fiol. Cliem, Bd. 8, S. 177 [1910]. 

*) Zs. f. Bakt. Bd. 5, S. 24, und zwar S. 157 [1899]. 

3 ) Annals of Botany Bd. 17, S. 237, luid zwar S. 244 [1903]. 
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[289] mehr durch Schwefelwasserstoff. Auch hinsichtlich der geeigneten Aciditäts- 
bedingungen ist das Ktirbisenzym von Papain sehr verschieden, es wirkt nämlich auf 
Gelatine in schwach alkalischem Gebiet am günstigsten (Papain bei — 5) und auf 
Pepton bei p^^ = 6,3. Der Spezifitätsbereich der Kürbisprotease ist nicht enger als 
der von aktiviertem Papain, nur eignet sie sich verhältnismäßig besser als dieses für 
den Abbau von Peptonen, schlechter für die Spaltung von Gelatine. Auch im Adsorp- 
tionsverhalten weicht die Kürbisprotease vom Papain ab, indem sie sich aus schwach 
saurer I^ösung durch Tonerde leicht adsorbieren läßt, Papain aber nur aus schwach 
ammoniakalischer Tösung. Mit dem Kürbisenzym wird also ein vom Papain wesentlich 
verschiedener Typ pflanzlicher Proteasen beschrieben. 

Substrate tryptischer Enzyme, die zu den denaturierten, aber noch hochmole- 
kularen Eiweißkörpern zählen, sind Fibrin, Gelatine und koaguliertes Eieralbumin. 
Die Kürbisprotease wirkt zwar schlecht auf Gelatine, aber mit verhältnismäßig großer 
Geschwindigkeit auf Fibrin, wodurch sie sich vom cyanidaktivierten Papain unter- 
scheidet. Beide aber sind Analoge von Trypsin -f Enterokinase. 

Die mannigfachen Abstufungen im Wirkuiigsvermögen auf verschiedene Substrate 
sind zu berücksichtigen, wenn man versucht, die Proteasen auf Grund ihrer Spezifität 
in Gruppen einzuordnen. Vorläufige Einteilungen mögen auf die Gruppen von Protein- 
körpern Bezug nehmen, die von den Enzymen gespalten werden, endgiltige Einteilungen 
werden von der Kenntnis spaltbarer Atomgruppen abhängen. 

Aus den Spezifitätsunterschieden der Proteasen kann man auf Unterschiede in der 
chemischen Konstitution der Proteine schließen, die sich noch nicht definieren lassen. 
Ein beachtenswertes Beispiel dafür gibt die Spezifität des Papains. Dieses Enzym 
ohne Aktivator vermag denaturiertes Eieralbumin zu spalten, aber nicht genuines. 
Diese Begrenzung des Reaktionsbereiches ist nicht durch kolloidale Unterschiede der 
Substrate zu erklären, sondern nur durch Änderungen der chemischen Konstitution, 
die der Gerinnung vorauseilen oder mit ihr Hand in Hand gehen. 

[290] Experimenteller Teil. 

1. Protease von Ananas sativus (Bromelin). 

I, Das Enzymmaterial, 

Bromelin ist im Handel nicht anzutreffen. Die Firma Parke, Davis & Co. 
verwendet es zwar nach den Angaben ihres Londoner Vertreters zur Bereitung eines 
„Meat Jelly", führt aber das Enzympräparat selbst nicht, weil sie es für zu schnell 
zersetzlich hält. Nach unseren Beobachtungen gibt es indessen ähnlich haltbare 
Trockenpräparate wie der Milchsaft von Carica Papaya. 

Die in verschieden reifem Zustand verwendeten Ananasfrüchte waren zwischen 
Mai und Dezember importiert. Nach äußerlicher Reinigung wurden sie grob zerschnitten 
und in der Handpresse scharf abgepreßt. Man erhält etwa 70 % des Gewichtes an einem 
nach der Filtration klaren gelblichen Safte, der neben viel Zucker wenig koagulierbares 
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Eiweiß enthält und beträchtlich sauer reagiert. Der Preßrückstand gibt weder an 
Wasser, noch an verd. NH 3 oder an Essigsäure nennenswerte Mengen Enzym ab. Die 
enzymatische Wirksamkeit des Saftes bewegte sich bei zahlreichen Beispielen in den 
Grenzen der beiden folgenden Versuche. 

2 ccm Saft, 0,4 g Gelatine, i ccm "Vs'Bmatriuincitrat ^ 5,0) in 10 ccm Gesamtvolumen; 
40°; Spaltung in ccm »/VKOH. 


Spa Itungs zeit (Stnnden) 

I 4 24 

a) Ananas vom 16. 5. 24 ... 

. (),6S i,a) 1,80 

h) Ananas vom 12. ii. 24 . . , 

2,10 2,87 

Kontrolle zu b) ohne Substrat. , 

0,00 


In den Versuchen dieser Arbeit wurde der durch die HydroE^se bewirkte Zuwachs 
an Carboxylgruppen durch Titration in alkoholischer Lösung nach der Methode von 
R. WiLi,STÄTTER und E. WaeDvSChmidt-Leitz I ermittelt. Um klumpige Abscheidung 
des Substrats beim Alkoholzusatz zu vermeiden, verfuhren wir besser als früher in 
der Weise, daß mau zunächst in wäßriger Lösung auf kräftiges Blau titrierte, den etwa 
50° [291] warmen Alkohol bis zur Entfärbung zufügte, wieder auf Blau titrierte und so 
fortfuhr, bis bei einer Alkoholkonzentration von 90 % eine eben deutliche Blaufärbung 
stehen blieb. Die Eiweißkörper scheiden sich bei dieser Arbeitsweise erst gegen Ende 
der Titration und in sehr feiner Verteilung ab, auch bei hoher vSubstratkonzentration, 
Phosphatpufferung usw. 

Gemäß den Anfangsgeschwindigkeiten der Spaltung wirkt demnach i ccm Saft 
etwa gleich i bis 2.5 mg durch Blausäure aktivierten Papains. Der Saft enthielt durch- 
schnittlich 10 % Trockensubstanz, deren enzymatische Wirksamkeit ohne Aktivierung 
schätzungsweise 4 bis 15%, richtiger mit Blausäureaktivierungen beider Enzyme 
bestimmt etwa i bis 3 % von der des Papains (nämlich eingetrockneter Carica-Papaya- 
Milch) betrug. Es war daher erwünscht, die Herstellung eines Trockenpräparates mit 
einer ersten Reinigung zu verbinden. 

a) Alkoholfällung. Durch Fällung aus 8oproz. Alkohol läßt sich das Enzym nahezu 
quantitativ niederschlagen, zusammen mit etwa der Hälfte der Begleitstoffe. So ent- 
steht ein zuckerreicher Sirup, der sich nicht in trockene Form bringen laßt. Die durch 
Ammonsulfatfällung gereinigten Präparate lassen sich aus Alkohol ebenfalls ohne er- 
heblichen Verlust, aber auch ohne beträchtliche Reinigung umfällen. 

b) Aussalzen mit NaCl. Dieses Verfahren haben Chittenden sowie Caedweel 
zur Reinigung des Bromelins angewandt. Caedweees reinstes Präparat, durch Koch- 
salzsättigung, Dialyse, häufige Fällung mit Alkohol, dann mit Ammonsulfat und Trock- 
nung bei 40'' dargestellt, dürfte nur 1% der Anaiiastrockensubstanz enthalten haben, 
aber die Enzymausbeute ist schwer zu beurteilen. Nach unseren Versuchen wird von 
Kochsalz kaum die Hälfte des Enzyms gefällt und die Trocknung verursacht weiter 
große Verluste. 

c) Aussalzen mit Ammonsulfat. Durch sy^-Sättigung mit Ammonsulfat läßt sich 
das Enzym ohne Verlust 10- bis 20 fach reiner ausfällen. Dabei ist es jedoch unerläß- 

^ Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 [1921]; vgl. ferner Diese Zs. Bd. 138, S. 189 [1924] {Abh. Ji u. 227). 
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lieh, den Niederschlag sehr rasch von der Mutterlauge abzutrennen, was nur mit einer 
Zentrifuge von hoher Tourenzahl und bei Anwendung frischen Saftes gelingt ; andern- 
falls sinkt die Ausbeute wesentlich, 

[292] In einem Versuch wurden 800 ccm Ananassaft mit NH3 neutralisiert und 
sofort im Hochvakuum auf 200 ccm eingeengt. 190 ccm des konzentrierten Saftes wur- 
den mit 570 ccm gesättigter Ammonsulfatlösung gefällt, die Fällung abzentrifugiert, 
mit Alkohol auf ein Filter gespült, mit Äther nachgewaschen und im evakuierten 
Exsiccator getrocknet. Man erhielt 4,62 g schwach bräunliches Pulver, das mit Fehüng- 
scher Lösung nicht, mit Milions Reagens kräftig reagierte. 

Mit 2 ccm neutralisiertem Salz und der entsprechenden Menge Trockenpräparat (12,5 mg) ergaben 
sich mit 0,4 g Gelatine und 1 ccm “^/j-Dinatriumcitrat in 10 ccm bei 40° folgende Spaltungen: 
Spaltungszeit 4 24 Stunden 

2 ccm Saft bzw. Spaltung entspr. 1,52 2,10 ccm 0/5 -KOH 

12,5 mg Trockenpräp. ,, ,, 1,62 2,04 ccm “/5-KOH 

0,6 ccm Restlösung Spaltungszeit 3,5 Tage -0,01 can «A'KOH 

Trockengewicht des Rohsaftes: i ccm — 0,1211 g; Reinheitsgrad des Trocken- 
präparats demnach etwa 20 fach. 

Besser wird die Fällung im nicht konzentrierten Saft durch Zusatz von fein gepul- 
vertem Ammonsulfat vorgenommen. 

In 450 ccm frischen Ananassaft wurden nach Neutralisieren mit NH3 unter kräf- 
tigem Rühren 195 g feingepulvertes Ammonsulfat (D.Ä.B.) eingetragen. Das Salz 
löst sich in wenigen Minuten auf, wobei sich die Lösung abkühlt. Der sofort abzentri- 
fugierte Niederschlag wurde mit Soproz. Alkohol auf ein Filter gebracht, mit 8oproz. 
und mit absolutem Alkohol, dann mit Äther gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute 3,76 g rein weißes Pulver. 

Die Enzyniausbeute war in diesem Beispiel etwas geringer; wir bestimmten sie 
sowohl ohne Blausäure, wie auch richtiger mit Blausäure nach der unten beschriebenen 
analytischen Methode. 

Enzym mit 0,4 g" Gelatine und i ccm “^/j-Dinatrhuncitrat in einem Volumen von 10 ccm, und 
zwar a) ohne CNH, b) nach zstündiger Vorbehandlung mit 5 mg CNH; 40®; Spaltung in ccm 

^/5-KOH. 

a) b) 


Spaltungszeit 

4 

24 

4 

24 Stunden 

2 ccm Rohsaft bew, Spalt, entspr. 

2,I2| 

2,09} 

2,87 

2.47 

3,45 ccm 

«/5-KOH 

16,4 mg Trockenpräp. „ 

1,72 

2,22 

2,08 

2,17 

1 3,26 ccm 

n/5-KOH 

2 ccm Restlsg. nach Dialyse 

— 

0,03 

~ 

— ccm 

«/5-KOH 

, Trockengewicht des Rohsaftes : 

0,1040 g 

in I ccm ; 

Reinigung 

demnach 1 


9,5-fach, Ausbeute 75%. 

Solche Präparate sind haltbar. 10 mg der letzterwähnten Darstellung wie oben 
unter Blausäureaktivierung bestimmt, und zwar mit 4 ständiger Spaltungszeit, ergaben 

kurz nach der Gewinnur^ Spaltung~entspr. . 1,74 ccm «/5-KOH 

6 Monate später 1,68 ccm n/5-KOH 
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2. Aktivierung durch Blausäure und durch Schwefelwasserstoff. 

Die Protease aus Ananas erfährt in den verschiedenen Reinheitszuständen Akti- 
vierung durch Cyanid; der Effekt ist gemäß den Versuchen der Tab. i immer deutlich, 
aber bei den einzelnen Präparaten ungleich. Mit Gelatine als »Substrat wird ein ge- 
ringeres Maß von Aktivierung als beim Papaya-Enzym gefunden. Die Wirkungs- 
steigerung, zu Beginn der Spaltung nur gering, wächst im Verlaufe der Hydrolyse auf 
etwa 50% und bleibt weiterhin annähernd konstant. Bei eitiem anderen Substrat, 
käuflichem Pepton (E. IVIerck) aus Albumin, ist die Steigerung durch Blausäure schon 
zu Beginn erheblich größer als bei Gelatine und ungefähr gleichmäßig im ganzen 
Reaktionsverlauf. Aber im Gegensatz zu Papain spaltet das Ananasenzym schon ohne 
Aktivator das Pepton, wenn auch nicht rasch, so doch deutlich. 

Außer dem Cyanwasserstoff hat Schwefelwasserstoff eine spezifisch aktivierende 
Vdrkung. Quantitativ ist sie, mit den beiden Substraten bestimmt, ungleich. Bei der 
Peptonspaltung durch Ananasprotease (wie durch Papain) ist der Schwefelwasserstoff 
der Blausäure gleichwertig oder etwas überlegen. Bei der Gelatinehydrolyse war die 
Aktivierung durch Schwefelwasserstoff wechselnd und gering. In einem Falle (Nr, 3 der 
Tab. i) blieb sie aus, nur bei einem einzigen Präparat (Nr. 5 der Tab. i), und zwar einem 

[294] Tabelle i. 

Aktivierung der Ananasprotease durch CNH und HzS, Substrat: Gelatine und 

Albuminpepton. 

(Enzym mit und ohne Aktivator, 0,4 g Substrat, i ccm m/5-Dinatriumcitrat ^ 5.0] in 10 ccm 
Gesamtvolumen; 40®; »Spaltung in ccm n/5-KOIi.} 


ä ö 

li 

P 2 

Enzym 

Einh. . 

' PaiS*- ^ Aktivator : 
Best. 

— 1 

Substrat 

I 

(ccm n/s-KLOII) 
Spaltung nach Stunden 

4 24 48 ^ 

96 

Aktivitäls- 
stdgemng 
in Proz, 

I 

konz. Saft I . . 

1.7 ; — 

Gelatine 

0,76 

1,16 

; 1,61 

1,94 ’ 

2,40 

. 

2 


r,7 : 5 mg CNH , 


0.84 

1,48 

1 2,3^ ■ 

2,86 

3,58 

IO — 50 

3 


1,7 i 2,8 rag HzS 

, , 

— 

1,12 

i, 5 ö 

1,88 

2,26 

0 

4 

12,5 mg Trocken- 
präp. aus Saft 3 

. 3 ■ — ' 


0,56 

EI 3 

1,93 




5 


3 3.4UigH2S, 


0.71 

1,42 

2.13 

— 

— 

10—30 

6 


3 : 

Pepton 

0,06 

- 

0.30I 

0.30J 

0,401 

044I 

0,60 

— 

7 


3 5 mg CNH 

,, 

0.18 

0,54 

1 ,06 

1,40 

2,00 

200 — 230 

8 


3 1 3»4nig H2S 


-- 

— 

1.38 


2,18 

260 — 300 

9 

2 ccm Rohsaft 4 

ö - : 

Gelatine 

— 

2,09] 

2,12] 

1 274 

3,20 

— 

— 

IO 


6 ' 5 mg CNH 

.. 

— 

2 , 47 ' 

345 

_ 

— 

1 8 — 26 

11 


6 3,4 mg H3»S 


— 

2,04 

347 

3.58 

3.88 

0 — 16 

12 . 


6 

Pepton 

— 

0 0 

[ 0,941 

1 0,95) 

i,S2 . 

1,90 

- 

13 


6 5 rag CNH 

,, 

— 

0,93 

1.97 

2,53 

2,87 

70 

14 

,, 

6 3,4mgHzS 

,, 

— 

E13 

245 

275 

3.05 

80 — 1 30 

15 

16,5 mg Trocken- 
präp. aus Saft 4 

4.3 — ; 

Gelatine 



1,72 

; 2,22 

2,40 

2,82 



16 ; 


4,3 ,5 mg CNH | 


0,76 

: 2.O8I 

• 2,17] 

1 3.26 

3,80 

4,19 

20-'-50 

17 ^ 


^ 4,3 ' — ^ 

Pepton 

— 

0,08 

0,49 

0,71 

1,09 

— 

18 


4,3 5 mg CNH 


— 

0,80 

E 55 

1,99 

2,40 

I 20 — 900 
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ohne Aktivierung besonders ungünstig wirksamen, war die Schwefelwasserstoffaktivie- 
rung von Beginn der Hydrolyse an beträchtlich. 

Im Verhalten gegen beide Aktivatoren stimmt also Ananasprotease qualitativ 
mit Papain überein, aber die Aktivierungseffekte sind quantitativ geringer. 

Aus diesen Beobachtungen muß nicht gefolgert werden, daß Bromelin und Papain 
verschiedene Enzyme seien. Unter der Annahme ihrer Identität sind die Aktivierungs- 
erscheinungen so zu verstehen, daß der Ananasprotease ein aktivierend [295] wir- 
kender Begleitstoff in wechselnder, im allgemeinen unzureichender Menge beigemischt ist. 

Die Blausäureaktivierung nimmt auch bei dem neuen Knzymmaterial einen zeit- 
lichen Verlauf. Die enzymatische Aktivität steigt während etwas weniger als einer Stunde 
nach Zusatz des Cyanids zum Höchstwert und sinkt dann in einigen Stunden ein wenig. 

Nach 30 Stunden war der Aktivitätsverlust be- 
deutend, vielleicht durch Enzymzerstörung, 
während beim Papain nach Überschreitung der 
maximalen Aktivität ein konstanter Wert er- 
reicht wurde. 

Das Verhältnis der ohne Blausäure und mit 
Aktivierung gemessenen proteolytischen Wir- 
kungen differiert noch mehr als beim Papain 
bei verschiedenen Präparaten der Ananaspro- 
tease, weil diese im natürlichen Zustand in 
wechselndem Maße partiell aktiviert ist. An 
der Peptonspaltung gemessen läuft die enzyma- 
tische Wirkung nur im Falle der Vollaktivierung 
durch Blausäure mit der Gclatincspaltuiig par- 
allel. Für die Bestimmung der Ananasprotease ist daher, wie die folgenden Versuche 
und die Abbildung bestätigen, die in der ersten Abhandlung für Papain angegebene 
analytische Methode sehr geeignet. (Vgl. auch die folgende Mitteilung dieser Reihe.) 
So fanden wir 4 mg des mit Ammonsulfat gewonnenen Trockenpräparates aus Ananas- 
saft gleichwertig mit i mg käuflichen Papains, also einer Papaineinheit. 

[296] Gelatinespaltung und Enzymmenge nach 2 ständiger Aktivierung mit CNH. (0,4 g Gelatine. 
I ccm m/5-Dinatriumcitfat = S.o, 5 mg CNH in 10 ccm Gesamtvolumen; Spaltungszeit 

4 Stunden, 40°.) 

Menge Trockenpräparat {mg in 10 ccm Vers. -Ansatz ) . ... 2,5 5,0 lO (16,5) 20 

(2,08) 

Spaltmig (ccm 11/5 -KOH) 0,81 1,35 1,74 (2.17) 2,20 

Papaineinheiten (in 10 ccm) 0,625 1,25 2,5 4,1 5,0 

3. Wirkung der Papaya- und Ananasproteasen auf die von beiden 
gebildeten Peptone (Tab. 2). 

Durch Papainverdauung ohne Blausäure aus Gelatine gewonnene Peptone, die 
sich also von Papain ohne Blausäure nicht weiter hydrolysieren lassen, werden vom 
Ananasenzym angegriffen, weil dieses an sich der Aktivierung nicht ganz entbehrt. 



Menge der Ananasprotease und Grad der 
Proteolyse nach 4 Stunden. 
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Aber auch durch Papain mit Blausäure gewonnene, in diesem System nahezu resistente 
Peptidgemische werden von cyanidaktivierter Ananasprotease weiter gespalten, wäh- 
rend sich andererseits die mit Ananasenzym + Blausäure erhaltenen Kudpeptone gegen 
Papain + Cyanwasserstoff als unangreifbar erweisen. Die Hydrolyse der (jclatine 
durch aktivierte Ananasprotease führt daher zu Peptidgemischen von tieferen Äqui- 
valentgewichten (235 gegenüber 300 nach der Papain-Cyanid-Verdauung). Das Ananas- 
enzym hat also entweder dank seinem natürlichen Aktivator oder zusammen mit Blau- 
säure die Fähigkeit, gewisse gegen Papaiii mit CNH beständige Bindungen zu lösen. 
Eine auf niedere Peptide reagierende ereptische Komponente ist zwar in frischen 
Ananassäften, aber in keinem der für diese Versuche angewandten Trockeiipräparate 
nachweisbar. 

Darstellung der angewandten Eiidpeptone. 

a) mit Papain. Zu 100 g Gelatine in 1 1 fügten wir eine ausreichende Menge 
Toluol, sowie 1,5 g Papain und nach 2 tägiger Hydroh’se bei 40° nochmals ebenvsovieh 
Nach einer Einwirkung von 3 Monaten bei Zimmertemperatur zeigte das Pepton ein 
durchschnittliches Äquivalentgewicht von 630 und war so gut wie unangreifbar für 
nicht aktiviertes Papain. Vorhandenes Enzym zerstörte man durch 15 Minuten 
dauerndes Erhitzen auf 95“^. 

[297] b) mit Papain + HCN. Die in der ersten Abhandlung (vS. 208, Tab. 10) ge- 
wonnene IL Peptonfraktion diente nach 48 tägiger Einwirkung von Papain mit Blau- 
säure für die Versuche unserer Tab. 2; 

c) mit Ananaspräparat. Auf 10 g Gelatine in 100 ccm wirkten 200 mg Trocken- 
präparat 3, eiitspr. 48 Papaineinheiten, 4 Monate lang bei 30 bis 40°. Dieser Abbau 
führte zu einem Gemisch vom mittleren Äquivalentwert 320, das durch weiteres 
Ananasenzym wie auch durch Papain nur noch sehr langsam angegriffen wurde; 

d) mit Ananasprotease + HCN. Der Versuchsansatz unterschied sich vom vorigen 
durch die Zugabe von 75 mg HCN. Die Reaktion fand 14 Tage lang bei 40° statt, 
darauf unter Verdoppelung der Enzymmenge noch 1^/2 Monate bei 30 bis 40"". So ent- 
stand ein gegen diese durch HCN aktivierten Proteasen beständiges Peptidgemisch 
vom ilquivalentgewicht 235, 


'rabelle 2. 

Einwirkung von Ananas- und Papay aproteasu auf Kudpeptone. 

(0,4 g Substrat, i ccm m/5-Dinatriumcitrat und angegebene Knzynimengen in loccni; 40'".) 


Substrat 




Spaltung {ccm n/s-KOH) 

Darstellung 

.^quiv. 

Gew. 

Kiizyni 

.•Uctivator 

I 2 4 

a) Papain-Pepton 

: 630 

Papain (10 Einh.} 
Ananaspr. (3 Einh.) 


0,04 0,0}i 
0,26 0,44 '0.74 

b) Papain -f- CNH-Endpeptoii 

; 300 

Papain (10 Einh.) 
Ananaspr. (3 Einh.) 

SnigCKH 1 
5 mg CNH : 

0,02 0,06 0,18 
0,30 0,68 0.70 

c) iVnanaspr.-Peptoii .... 

; 320 

Papain (5 Einh.) 
Ananaspr. (5 Einh.) 



0,04 0,10 0,22 
0,05 0,09 0,22 

d) Ananaspr.+CNH-Eiidpepton 

; 235 

Papain (5 Einh.) 
Ananaspr. (5 Einh.) 

5 mg CNH 

5 mg CNH 

— 0,01 ' 0,04 0,03 

— 0,04 0,03 0,01 
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4. VerhaltenderAnanasproteasebeimAltern. 

Bei Anwesenheit von Blausäure verlaufen die Gelatine- und die Peptonspaltung 
unter der Wirkung verschiedener Präparate von Ananasprotease nicht mit gleichem 
[298] Geschwindigkeitsverhältnis. Der Unterschied wird vergrößert bei der Alterung 
der Ananassäfte. Monate alte Enzymlösungen können zwar auf Albuminpepton noch 
unverändert wirken, auf Gelatine aber nur noch schwach. Vergleicht man die Hydro- 
lyse beider Substrate in den Versuchen der Tab. 3 während längerer Alterungsdauer, 

Tabelle 3. 

Änderung der proteolytischen Wirkung auf Gelatine und Pepton beim Altern 

von Ananassaft. 

{Enzym mit 04 g vSnbstrat, i ccm m/5-Dinatriumcitrat in 10 ccm; 40''.) 


Alterung 

Oauer j Temp. 

(Tage) 1 (*) 

Angew. 

Menge 

(ccm) 

Aktivator 

Peptonspaltung (ccm n/5-KOH) 
nach Stunden 

Gelatincspaltung (ccm n/j-KOH) 
nach Stunden 


24 

48 

4 

24 

48 




a) Versuche mit Preßsaft 5 




1 

20 

1 


0,12 

0,38 

0.47 

1,67 

— 

— 

1 

20 

4 


0,44 

1,03 

1.30 

— 

— 

— 

I 

20 

r 

5 mg HCN 

0,66 

— 

— 

2,13 

— 

— 

20 

20 

I 

— 

0.15 

0,30 

— 

I.3Ö 

2,15 

— 

60 

20 

I 

— 

— 

— 

— 

1,04 

1,50 

1,86 

20 

30—35 

I 

— 

0,18 

0,37 

0.57 

0,60 

1,18 

— 

60 

30—35 

I 

— 

0.16 

0,32 

0,49 

0,08 

0,10 

0,21 

60 

30—35 

4 

— 

0,36 

0.59 

0,93 

0,14 

' 0,39 j 

— 

60 

' 30-35 

I 

5 mg HCN 

— 

0,16 

0,44 

— 

0,24 

0.33 




b) \ 

'ersuche mit Preßsaft 3 




150 

20 1 

1 ^ 1 

1 5 mg HCN 1 

0.17 

0,64 

0.86 

1 0,01 

■ 0,29 

' 0,50 

150 1 

20 

1 ^ 1 


0.31 

070 

1,08 

1 0,36 

0,99 1 

’ 1,72 


so findet man bei annähernder Konstanz der Wirkung auf Pepton fortdauernde Akti- 
vitätsverminderung gegenüber Gelatine. Diese Erscheinung ist in der Hauptsache nicht 
durch Enzymzerstörung zu erklären, sie ist wahrscheinlich auf fortschreitende Bildung 
eines spezifischen Hemmungskörpers der Gelatincspaltung zurückzuführen. In der 
Tat wirkt gealterter Ananassaft auf die Hydrolyse der Gelatine durch ein Trocken- 
präparat der Protease kräftig hemmend. 

Von einem Proteasepräparat wurden 50 mg a) in 5 ccm Wasser, b) in 5 ccm neu- 
tralisiertem 5 Monate altem Ananassaft gelöst und nach Zusatz von 2,5 ccm “/5-Di- 
natriumcitrat 3 Stunden bei 40 ° gehalten. Dann fügte man zu jeder Probe [299] i g 
Gelatine, füllte auf 25 ccm auf und bestimmte die Spaltung in 4 Stunden bei 40 ° durch 
Titration von 10 ccm-Proben. 


a) Protease allein 1,14 ccm “/5-KOH 

b) Protease mit gealtertem Saft. . 0.85 ccm 11/5-KOH 

c) gealterter Saft allein 0,01 ccm ^/5-KOH 


Durch Cyanid war Ananasprotease nach 5 Monate dauernder Alterung (Zeile 10 
u. II der Tab. 3) sehr wenig aktivierbar für die Peptonspaltung, stark aktivierbar für 
die Gelatinehydrolyse, das aktivierte Enzym ergab daher ungefähr das normale Ver- 
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hältnis zwischen den Spaltungsgeschwindigkeiten in beiden Substraten. In einem 
anderen Beispiel war nach einer 60 tägigen Alterung bei 35° das Ergebnis verwickelter; 
gemäß dem Rückgang der Wirkung auf Pepton ist anzunehmen, daß Enzym der Zer- 
Störung anheimfiel. Die Gelatinespaltung war sehr gering geworden und auch dann 
noch deutlich aktivierbar zum Unterschied von der Peptonspaltuiig. 

11. Zur Spezifität und Aktivierbarkeit des Papains. 

I. Aktivierbarkeit durch Schwefelwasserstoff. 

Cyanwasserstoff wird als Aktivator des Papains bei der Hydrolyse von Albuniin- 
pepton gleichwertig durch HaS ersetzt (Tab. 4, Vers. 6 u. 10), Auch die Papainwirkung 
auf die höher molekularen Substrate, auf Eieralbumin (vgl. Abschn. 2 und Tab. 5), 
sowie auf Gelatine (Vers. 2 der Tab. 4) wird durch Schwefelwasserstoff aktiviert, aber 
bei diesen Substraten in geringerem Maße als durch Blausäure. In den Fällen, in welchen 
Papain allein wirkungslos ist (mit genuinem Eieralbumin und mit Pepton), ist also 
Schwefelwasserstoff ein geeignetes Co-Eiuym, teils ebenso gut wie Cyanwasserstoff, 
teils weniger leistungsfähig. Schwefelwasserstoff allein wirkt ebenso wenig wie Blau- 
säure auf die angewandten Substrate ein. 

Unter den Bedingungen der Bestimmung wird Schwefelwasserstoff zum Teil mit- 
titriert, sein Entweichen während der Spaltung führt daher zu Fehlern. Dieser Fehler 
ist indessen gemäß den Kontrollen erst bei Konzentrationen von über 5 mg HzS in 
10 ccm beträchtlich. Aber die Aktivierung durch [300] 0,5 mg in 10 ccm nähert sich 
schon dem Maximum; mit 5 mg wird dieses erreicht. 

Tabelle 4. 

Vergleich der Aktivierung durch Schwefelwasserstoff und Blausäure. 

(0,4 g Substrat, 10 mg Papain, i cciu m/5-Dinatriiuncitrat, [pH 5,0] in 10 ccm; 40“.) 


Substrat 

AktivatoT 

I 

Spaltung nach Stunden 
(ccm n/5-KOH) 

2 1 4 : 

24 

Aktivitäts- 

Steigerung 

% 

Gelatine 


0,69 

1,20 

1 1,42 ’ 

2,07 

— 


3.4mgHjS 

1,07 

1 149 

l 1.87 

2,68 

30—50 


5 mg CNH 

1,26 

: 177 

1 2,20 

3.63 

50 -80 


5mgCNH 

Konti, ohne Enzym 

3 Tage 

0,02 

— 

Pepton 

— ' 

0,03 

— 

0,06 

0,06 

— 


o,5mgH,S 

0,42 

i — 

— 

— ' 



5 mg H2S 

0,51 

0,70 

0,87 ; 

175 

— 


; SmgHzS 

Konti. 

ohne Enzym 

“0,03 

—0,08 

— 


43 mg HaS 

1 - 

0,40 

j 

— 



15 mg HjS 

Kontr, 


— 1 

— . 



ohne Enzym 

1 —0,28 





: 5 mg CNH 

1 0,44 

0,62 

0,82 

1,42 

— 


5 mg CNH 

Kontr. ohne Enzym 

3 Tage 

0,03 



Der zeitliche Verlauf der Aktivierung, den wir für Blausäure gut feststellen konn- 
ten, ließ sich mit Schwefelwasserstoff gar nicht beobachten. Die Reaktion des Papains 
mit diesem Aktivator scheint mit größerer Geschwindigkeit zu verlaufen, die auch im 
Verhältnis zum Gange der Hydrolyse sehr groß ist. Die Unterschiede bei den zwei Fällen 
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der Aktivierung sind ähnlich den von H. v. Eui.ER und K. Josephson^ beobachteten 
Unterschieden im zeitlichen Verlauf von Euzymaktivierungen, nämlich der Inaktivie- 
rung von Saccharase durch Brom und Jod. 

Von den Versuchen, die sich axif den zeithchen Verlauf der Schwefelwasserstoff- 
aktivierung beziehen, sei nur ein Beispiel angeführt, 

0,45 g Papain wurden mit o,i6g HjS und mit 10 ccm '^/5-Dinatriumcitrat auf 
100 ccm gebracht. Davon entnahmen [301] wir sofort 10 ccm, um das Enzym auf 2 g 
Gelatine unter Zusatz von weiteren 4 ccm Citrat in 50 ccm bei 40 ® 90 Minuten einwirken 
zu lassen. Weitere Proben der bei 40 ° gehaltenen Papain— Schwefelwasserstofflösung 
wurden nach 15, 30, 60 Minuten entnommen, um die Gelatinespaltung unter gleichen 
Bedingungen zu messen, Die einzige Differenz war ein kleiner Rückgang der Wirksam- 
keit, der wohl auf Enzymzersetzung zurückzuführen ist. 

Hydrolyse von 0,4 g Gelatine durch 9 Papaineinlieiten, aktiviert durch 3,1 mg H2S 

(40®, 90 Minuten). 

Dauer der Behandlung mit lIjS vor Ver- 


mischung mit Substrat i 15 30 60 120 Min. 21 Std. 

Spaltung entspr 1,31 1,25 1,20 1,21 1,17 1,22 ccni «/^-KOH 


2. Wirkung des Papains auf genuines Eieralbumin. 

Nach Versuchen von C. Dkeezenne, ä. Mouton und E. Pozerski^), die von 
D. JONESCU») und von F. Sachs^) bestätigt wurden, vermag Papain genuines Eier- 
albumin und Serumeiweiß bei Temperaturen bis 40° gar nicht anzugreifen, während 
zwischen 70 bis 90 ° rasche Hydrolyse einsetzt. Zu diesen Angaben scheinen unsere 
früher mitgeteilten Befunde hinsichtlich der Gelatinehydrolyse bei höheren Tempe- 
raturen in einem gewissen Gegensatz zu stehen. Bis etwa 70 ® waren sehr rasche Spal- 
tungen erfolgt, wobei die Geschwindigkeit mit der Temperatur gleichmäßig anstieg. 
Indessen bestätigen unsere Bestimmungen durchaus die Beobachtungen jener Autoren, 
namentlich die Angabe von E. Pozerski^) über die Widerstandsfähigkeit nativen 
7\lbumms in der Kälte. Dieses Substrat ist erst leicht angreifbar, wenn es zuvor dena- 
turiert wurde, z. B. durch Erhitzen, 

Das ,, Phänomen von Delezenne'', der Unterschied im Verhalten des genuinen und 
des denaturierten Eiweißkörpers, den Pozerski auf das nächstliegende, auf die größere 
[302] Temperaturbeständigkeit des Enzyms im Vergleich zu seinem Substrat zurück- 
führt, beruht wohl im wesentlichen auf konstitutionellen Änderungen der Proteine, 
mit denen die Denaturierung verbunden ist. Man erkennt in dem Enzym ein feines 
Reagens auf die konstitutionelle Eigentümlichkeit des Substrates. Im Gegensatz zu 
Papain selbst hat Papain zusammen mit Cyanwasserstoff oder weniger gut mit Schwefel- 
wasserstoff spezifische Wirkung auf natives Eieralbumin. Die Spaltung ist weitgehend. 

^ Diese Zs. Bd. 127, S. 99 [1922/23]. 

') C. R. Bd, 142, S. 177 [1906J. 9 Biochem. Zs. Bd. 2, S. 177 [1906J. 

3 ) Diese Zs. Bd, 51, S. 488 [1907]. b Ann. Inst. Pasteur Bd. 23, S. 205 [1909]. 



Blausäure-Aktivierung und -Heinniung pflaiizliclier Proteasen. 


1579 


Da käufliches Albumin je nach seinem Denaturierungsgrad auch ohne Aktivie- 
rung mehr oder weniger angegriffen wird, dienten für unsere Versuche Albuminlösungen, 
die aus dem Weiß frischer Hier übereinstimmend mit den Angaben von S. Matsumüra ' 
gewonnen waren. Kach Verdünnen mit Wasser auf das 5 fache zur Ausfüllung des Glo- 
bulins wurde die Lösung filtriert und vorsichtig im Faust- Hei mschen Trocken apparat 
bei 30 bis 35 ° auf die erforderliche Konzentration eingeengt. Solche Ivösungcn sind, 
mit Toluol versetzt, mehr als eine V'oehe unverändert haltbar. Zur Denaturierung 

Tabelle 5. 

Hydrolyse des genuinen AlbuniLns (0,2 g) durch Papain (15 mg) mit Blausäure 
oder ScliwefeUvas.serstof f. 


a) Versuch bei 40 


Spaltiini^ (ccm 11/5 -K OH) n.ae 
Renktionsdiuicr iu Stunden 

‘h 

Substrat 

Aklivalor 


4 

- 1 


Fieralbntnin nativ . . 


0.07 


<243 

0,10 


mg IICN 

0,31 

0,32 ; 

f.57 

3,12 

,, 

0,7 mg TT:S 

(>,IO i 

0,2s 

0,65 

1,01 

lüeralbumiii denaturiert 



<2.94 

i,t>8 

1.22 



Reaktionwliiuer 

in Minuten 


b) Versuch bei 70 


IO 

3^» : 

60 


Eieralbuiiiin nativ. . . - j 

0,13 

0.26 ' 

0,31 ' 

0,32 


erhitzten wir die einzelnen Proben 4 Minuten im Wasserbad, [303] wobei sich durch 
kräftiges Schütteln eine ganz feine Verteilung erreichen ließ. 

In den Versuchen der Tab. 5 enthielt jede Titrationsprobe von 5 ccm auf 0,2 g 
Albumin 15 mg Papain und 0,5 ccm “/g-Dinatriumcitrat Aktivatoren 

Heßen wir in Gegenwart des Puffers vor Substratzusatz 2 Stunden auf das Enzym 
bei 40° einwirken. 


in. Protease aus Cucurbita Pepo. 

I. Das P^nzymmaterial. 

Kürbisse geben Preßsäfte von sehr wechselnder Wirksamkeit, die immer z. B. 
im Vergleich zum Ananassafte verhältnismäßig gering ist. Ein mittlerer Kürbis 
von 6 kg Gewicht lieferte in der hydraulischen Presse 2,5 1 trüben gelblichen Saft. 
Um bei der Analyse genügenden Aciditätszuwachs zu erzielen, war es notig, den von 
Zellresten durch Filtration tunlichst befreiten Saft auf ^/lo einziiengen, was im 

Hochvakuum bei gewöhnlicher Temperatur geschah. Die so erhaltenen Lösungen, 
die noch dünnflüssig w^aren, reagieren sehr schwach sauer. Ihre Trockensubstanz, die 
etwa 6 % beträgt, entfällt überwiegend auf Kohlehydrate ; proteolytischer Abbau findet 
in dem Saft nur in geringem Maße statt. Der Farbstoffgehalt ist am geringsten beim 
Verarbeiten grünhäutiger, netzartig gezeichneter Früchte mit farblosem Pdeisch, die 
übrigens auch die proteolytisch wirksamsten zu sein scheinen. Entfärbung des Kürbis- 

’ Kolloidzs. Bd. 32, S. 176 (Fußnote) [1923]- 
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saftes, wodurch die Beobachtung des Farbumschlages bei der Titration erleichtert wird, 
läßt sich nahezu ohne Bnzymverlust durch Adsorption mit Tonerde C bei Gegenwart 
von ein wenig Ammoniak erreichen. Beim Aufbewahren unter Toluol nimmt die 
proteolytische Wirksamkeit der Fösung nur langsam ab, z. B. in 5 Monaten um 20%. 
Das Enzym ist aber zum Unterschied von Papain sehr imbeständig gegen Alkohol. 
Schon bei rasch ausgeführter Fällung des Kürbissaftes durch Alkohol geht viel, beim 
Trocknen mit Alkohol— Äther alle Protease verloren. Dagegen ist die Ausflockung mit 
Ammonsulfat nicht ungeeignet zur Reinigung. Der frische Saft gibt mit etwas mehr als 
seinem halben [304] Gewicht Ammonsulfat eine flockige eiweißhaltige Fällung, welche 
die gesamte Protease mit führt. Es gelingt aber nur mit bedeutendem Verlust (z. B. 
50 %) den in Wasser wieder gelösten Niederschlag durch Dialyse von Ammonsulfat ganz 
zu befreien; beim Eintrocknen des Dialysenrückstandes nimmt die enzymatische Wirk- 
samkeit noch weiter ab. 

Um den Enzymwert der hier untersuchten Pflanzenstoffe zu vergleichen, sind minde- 
stens zwei Maße nötig, z.B, Gelatine, worauf Carica Papaya und Ananas günstiger wirken, 
und Pepton, wofür sich Ktirbisprotease besser eignete Für diesen Vergleich soll jedes 
Enzym mit seinen günstigsten Aciditätsbedingungen wirken, im übrigen tunlichst imter 
den Bedingungen der Papainanalyse. Papaya und Ananas wirken also blausäure- 
aktiviert, Kürbisprotease, für die man keinen Aktivator kennt, ohne jeden Zusatz. 
Einer Papaineinheit, d. i. i mg getrocknetem Papayamilchsaft, sind in der Wirkung 
auf Gelatine einerseits ungefähr 140 g Kürbisfrucht oder 500 mg Kürbissaft-Trocken- 
substanz, anderseits 0,5 bis 1,5 g Ananasfrucht und 33 bis 100 mg Ananassaft-Trocken- 
rückstand äquivalent, während in der Wirkung auf Albuminpeptone i mg Papain-Merck 
schätzungsweise ii g Kürbis oder 41 mg Kürbissaft-Trockengewicht, anderseits wie- 
derum 0,5 bis r,5 g Ananas oder etwa 60 mg Ananassaft-Trockensubstanz gleich- 
wertig sind. 


2. Verhalten gegen Cyanwasserstoff. 

Der Einfluß des Cyanwasserstoffes wurde mit Ktirbisprotease untersucht, die durch 
Ausfällung mit Ammonsulfat und Dialyse unter Verlust gereinigt war. Die opti- 
malen Aciditätsverhältnisse, worüber die nächste Abhandlung dieser Reihe genauere 
Angaben mitteilt, sind etwas verschieden für [305] die Hydrolyse von Gelatine und 
Pepton und sehr verschieden von den Reaktionsbedingungen = 5 ) des Papains. 
Für Gelatine ist sehr schwach alkalisches Gebiet am besten geeignet, für Pepton ganz 
scharf — 6,3. In den vergleichenden Versuchen der Tab. 6 wurden für die Gelatine- 
hydrolyse annähernd neutrale Reaktion (“/ö-Citrat-Phosphatpuffer i ; i von 
= 6,8), für Peptonspaltung das optimale Citrat— Phosphatgemisch angewandt. 

^ Noch ausgeprägter scheint der Spezifitätsimtersehied bei der Protease von Cucumis 
sativus zu sein. Wir begegneten bei Preßsäften reifer Gurken beträchtlichen Wirkungen aiif 
AJbuminpepton, wahrend die Säfte fast gar nicht auf Gelatine wirkten. Beispielsweise wurde 
mit 4 ccm Gurkensaft bei == 5 Jnit 0,4 g Substrat in 20 Stunden Peptonspaltung beobachtet 
entspr. 0,90 ccni “/5-KOH, aber keine sichere Gelatinespaltung. 
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Auch die Kürbisprotease unterliegt deutlich der Wirkung von Blausäure, aber 
Aktivierung erfolgt nicht, sondern entschiedene Hemmung. 

Tabelle 6. 

Spaltung von Gelatine und Pepton durch Kürbisprotease mit und ohne 

Blausäure. 

{0,5 g Substrat in 10 ccm, Protease aus 27 ccm Kürbissaft mit 1,2 ccm Citrat-Pliospliat- 

puffer; 40''.) 


Spallungszeit 

Stundca 

Substrat Gelatine | 

Substrat 

Pepton 

ohne Zusatz 

mit IQ iiis^ 

HCX 

ohne Zusalz 

mit IQ nn; 

lies 

20 

0,8 

0,2 

2,6 

I ,7 

28 

r,2 

0,4 

4,0 1 

3.2 

q6 

2,1 


5,.S i 

4 ,ö 

17 Tage 

3, [ 

2,4 


5-5 


Auch in Versuchen mit Schwefelwasserstoff trat Hemmung ein, die noch viel 
stärker war als mit Blausäure. 

Unter gleichen Bedingungen (0,4 g Albuminpepton mit Protease aus 28 ccm 
Kürbissaft unter Zusatz von 5 mg H2S, in 10 ccm bei 40“) erniedrigte bei zweitägiger 
Spaltung der Zusatz von Blausäure und von Schwefelwasserstoff den Alkaliverbrauch 
auf rund ^/3 und 


Vetsuchsdauer 


2 

8 Tü«c 

ohne Zusatz 

1,97 

3 .09 

5,58 cemn/5-KOH 

mit IICN 1 


1,91 

5,50 ccm 11/5-KOH 

mit H2S ' 

1 ,o.| 

1,14 

2,99 cemn/s-KOH 


[306] 3. Unterschiede zwischen Kürbisprotease und Papain. 

Zwischen den Proteasen aus Carica und Cucurbita gibt es weitere Unterschiede 
im Spaltungsvermögen und im Adsorptionsverhalten. Während Fibrin durch nicht- 
aktiviertes Papain nur unvollständig peptonisiert wird, nämlich so, daß die Hydrolyse 
nach Auflösung von 70% des Substrates zum Stillstand kommt, läßt es sich durch 
die Wirkung der Kürbisprotease so gut wie quantitativ auf lösen und zwar schon in 
verhältnismäßig kurzer Zeit. Hs gibt wahrscheinlich im Fibrin wie in den Peptonen 
Bindungen, die gegen Papain ohne Aktivator aber nicht gegen Kürbisprotease resistent 
sind. In einem Versuch mit 0,6 g lufttrockenem Fibrin, 10 ccm Kürbissaft und 3 ccm 
Puffer von pj^ — 7,2 bei 40° in 24 Stunden wurden 0,514 g von 0,538 g d. i. 
gelöst. 

Die auffallende Eigenschaft des Papains, das durch Tonerde ,,aus saurer Uösung 
schlecht, aus neutraler besser, aus ammoniakalischer viel besser adsorbiert'' wird, findet 
sich bei der Küxbisprotease nicht wieder. Diese wird im Gegenteil aus essigsaurer 
Lösung leicht, aus ammoniakalischer schlechter adsorbiert. Adsorption SLV\ß alkoho- 
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lischer I^ösung scheitert an der Empfindlichkeit des Enzyms. Es dürfte also ein leichtes 
sein, ein Gemisch beider Proteasen mit Tonerde aufzulösen. 

Da sich das Kürbisenzym durch starke und gut bestimmbare Wirkung auf Fibrin 
auszeichnet, wurde mit dieser Reaktion, deren quantitative Ausgestaltung die V. Ab- 
handlung dieser Reihe beschreiben wird, das Adsorptionsverhalten verfolgt. Von einem 
Kürbissafte lösten 2 ccm in i Stunde 0,214 g Fibrin. Nach Adsorption in "/ao-Essig- 
säure mit Tonerde C entspr. 0,162 g AI2O3 vermochte die Restlösung nur 0,156 g, nach 
Adsorption mit ebenso viel Tonerde aus "/20-NH3 noch 0,199 g Eibrin zu lösen. In 
einem andern Beispiel verlief die Adsorption aus NH3-haltiger Eösung noch ungünstiger : 
Die Restlösung löste noch 0,221 g Fibrin auf. 



Zeitschrift für physiologische Chemie 151, S. 307 [1926]. 


119. SUBSTRAT UND AKTIVITÄTSOPTIMUM BEI EINIGEN 
PROTEOLYTISCHEN REAKTIONEN. 

Von Richard Willstätter, Wolfgang Grassmann und Otto Ambros, 

Dritte Abhandlung über pflanzliche Proteasen. 

(Mitteilung aus dem Chemischen haboratorium der Bayerischeii Akademie der Wissenscliafteu 

in München.) 

Mit 5 Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion zugegaiigen am 2 . November 1925.) 

Einleitung. 

Nach einer bedeutsamen Untersuchung von J. H. Northrop^ sollen für Pepsin, 
das nur mit Eiweißkationen, und für Trypsin, das mit Anionen reagiert, die Dissozia- 
tionskurven der Proteinsubstrate und die Aktivitäts-^pj- Kurven der darauf einwirken- 
den Enzyme übereinstimmen. Daraus leitet R. Kuhn, indem er die elektrische Ladung 
der Reaktionszwischenprodukte für die Geschwindigkeit der Proteolysen als maß- 
gebend erachtet, den Satz ab: ,,Bei den Proteasen wird die elektrochemische Natur 
der P'erment-Substratverbindung vor allem durch die elektrochemische Natur des 
Substrates bestimmt/' 2 

Der Eigenart der von J. H. Northrop behandelten Proteasen stellen wir einen Fall 
gegenüber, den unsere erste Mitteilung beschrieb. Die Caricaprotease ohne Aktivator 
oder zusammen mit Cyanwasserstoff zeigt das Optimum der Gelatinespaltung an- 
nähernd übereinstimmend mit dem isoelektrischen [308] Punkt des Substrates, näm- 
lich bei — 5,0. Es soll nun an einigen weiteren Substraten mit Papain geprüft 
werden, ob dieses Enzym auf die undissozüerten Eiweißstoffe, bzw. ihre Zwitterionen 
eingestellt ist *) und es sollen einige andere Pflanzenproteasen zum Vergleich heran- 
gezogen werden. Wir bestimmen die Aktivitätskurven für die Pepton- und Fibrin- 

* Jl. Gen. Physiol. Bd. 5,5.263 [1922/23] ; ferner Naturw. Bd. ii, S.713, und zwar S. 7 17 [1923]' 

^ Physikalische Chemie und Kinetik der Fermentreaktionen, 4. Hauptteil der 5. Aufl. des 
Fermenthandbuches von Oppenheimer, Leipzig 1924, I. Bd, S. 203. 

>) In der referierenden Literatur (R. Kuhn, a, a. O. S. 204, und C. Oppenheimer, II. Bd. 
des Fermenthandbuches, S. 1050, Leipzig 1925) wird die Auffassung vertreten, ein ähnlicher Fall 
wie bei Papain liege nach einer Untersuchung von A. B. Hertzman und H. C. Bradeey (Proc. 
Am. Soc. Biol. Cliem. Bd. 18, S. 19 [1923] und Jl. Biol. Chem. Bd. 61, S. 275 [1924]) auch bei den 
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auflösung. Bei der Hydrolyse von Albuminpepton fällt die maximale Spaltung (bei 
= 5,0 bis 5,2) auch in die Nähe des isoelektrischen Punktes des Substrates (4,8) 
und beim Blutfibrin gibt es ein scharfes Optimum der Wirkung von cyanidaktiviertem 
Papain. bei — 7 »^ t)is 7,3, also dem isoelektrischen Punkt (7,2) entsprechend. Die 
Spaltung des stark basischen Clupeins scheint sich auch einzufügen, da sie nach F. Rogo- 
ziNSKY* optimal bei alkalischer Reaktion erfolgt. 

Es trifft also in weiterem Umfange zu, daß beim Papain die Reaktionsoptima mit 
den isoelektrischen Punkten der Substrate zusammenfallen. In dieser Hinsicht stimmt 
mit dem Carica -Enzym annähernd überein die in der zweiten Abhandlung dieser Reihe 
schon in anderen Eigenschaften verglichene und sehr ähnlich befundene Protease der 
Ananasfrucht, die von R. H. Chitxenden 3 Bromelin genannt wurde. Sie spaltet 
Gelatine optimal zwischen = 4,5 und 5,0 und Albuminpepton bei = 5,0. 

Ein wesentlich abweichendes Verhalten, das sich weder der Eigentümhchkeit des 
Papains nähert, noch der NORTHROPschen Regel fügt, treffen wir bei dem proteolytischen 
Enzym [309] der Kürbisfrucht an, das auch im Verhalten gegen Blausäure und Schwefel- 
wasserstoff, ferner in seiner Spezifität, im Adsorptionsverhalten und in der Empfind- 
lichkeit gegen Alkohol vom Carica-Enzym sehr verschieden ist. Kürbisprotease gibt 
bei der Einwirkung auf Pepton eine />jj-Aktivitätskurve mit steilem Optimum bei 
= 6,3, Gelatine wird im schwach alkalischen Bereiche maximal gespalten. Nur 
für die Hydrolyse des unlöslichen Substrates Fibrin, bei dem überhaupt durch 
Adsorptionsvorgänge die Enzymkonzentrationen an der Substratoberfläche geändert 
werden können, hat Kürbisprotease ungefähr denselben optimalen Bereich von 
= y,2 bis 7,4 wie Papain. Es ist nicht ausgeschlossen, daß Begleitstoffe, akti- 
vierende oder hemmende, das Gesamtverhalten dieses Enzyms beeinflussen, aber 
einfacher und wahrscheinlicher ist die Annahme, daß die Kürbisprotease eine vom 
Papain abweichende, besondere Art pflanzlicher Proteasen vertritt. 

Experimenteller Teil. 

I. Reaktion des Papains. 

I. Wirkung der Ananasprötease ohne Aktivator auf Gelatine. 

Optimale Hydrolyse erfolgt nach den Versuchen der Tab. i und Abb. i im Be- 
reich von = 4,5 bis 5,0, der mit dem Maximum der Gelatinespaltung durch Papain 
(5,0) und dem isoelektrischen Punkt des Substrates (4,7) übereinstimmt. Der Abfall 
nach der sauren Seite ist ebenso steil wie beim Papain, in beiden Fällen ist die Hälfte 
der maximalen Wirksamkeit bei etwa 3»5 erreidit. Im alkalischen Gebiet ist 

proteolytischen Enzymen der Eeber vor. Allein soweit überhaupt die kleinen Ausschläge bei 
den dort beschriebenen Spaltungen einen Schluß zulassen, ist mit HERTZMAn und BradeEY zu 
folgern, daß die Hydrolyse eines Substrates durch Leberprotease erst auf der sauren Seite vom 
isoelektrischen Punkt an in erheblichem Maße einsetzt, so daß also nur Eiweißkationen gespalten 
werden. 

* Diese Zs. Bd. S. 398 [1912]. 

3 Trans. Conn. Acad. Bd. 8, Dez, 1891; Jl. of Physiol. Bd. 15, S. 249 [1894]. 
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der Abfall unerhebHch steiler bei der Ananasprotease (Hälfte der Maximalspaltung bei 
Pu = 7.0. dagegen 7,8 beim Papain). Noch ausgeprägter kehrt diese Ersclieinung bei 
der Hydrolyse der Peptone wieder. Für das Vorkommen eines Enzymgeniisches im 
Ananassafte geben die Beobachtungen keinen Anhaltspunkt. 

Die Wasserstoff zahl stellten wir in diesem Falle mit dem von J. H. Northrop* 
empfohlenen Citrat-, Borat- und [310] Phosphatgemisch ein, dessen Wirkungsbreite 
wir durch Anwendung größerer Mengen von HCl und NaOH erweiterten. In anderen 
Fällen vermieden wir die Boratmischungen mit Rücksicht auf den Kohlehydratgehalt 
pflanzlicher Enzymmaterialien. Das hier angewandte Enzympräparat war nach Fäl- 
lung durch Alkohol, Wiederauflösen und erneuter Fällung mit ^^gesättigtem Ammon- 
sulfat frei von Kohlehydraten. 

Tabelle i . 

Gelatinespaltung durch Ananasprotease bei verschiedenen /»h • 

(0,4 g Gelatine in 10 ccm mit 20111g Präp, aus etwa 12 ccm Ananassaft; 40°, 5 Stunden.) 


Puffers 

Pu der rösunR 

Spaltung 

Beginn 

Ende 

(ccm 11 / 5 -KOH) 


2,5 

2.6 

0,18 

2,6 

3,6 

3.8 

1,05 

3,8 

4,5 

4.5 

1,55 

4-3 

4,9 

4,9 

1,49 

5-2 

5,2 

5.2 

1,48 

5,8 

5,9 

5 >9 

i,.58 

7,8 

7,2 

7,2 

0,74 

9,3 

7,8 

; 7,7 

0.35 

IO 

8,6 

i 8.4 

0,26 



Abb. I. Abhängigkeit der Gelatinespaltung durch Ananasprotease. 

[31 1] 50 nig Enzym wurden mit 7,5 ccm Northropscher Mischung und i g Gelatine 

auf 25 ccm gebracht; die bei 40° in 5 Stunden erreichte Spaltung ermittelten wir durch 
Titration von 10 ccm-Proben. Die Wasserst off zahl der Versuchsflüssigkeit bestimmten 
wir in sämtlichen Versuchsreihen colorimetrisch sowohl zu Beginn wie am Ende jedes 
Versuches (Tab. i u. Abb. i). 

* Jl. Gen. Physiol. Bd. 5, S. 263 [1920], 


W’illstätter, Enzyme. 
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2. Spaltung von Albuminpepton durch Papain und durch 
Ananasprotease. 

Wie schon S. H. Vines^ beobachtete, wirkt Papain auf Pepton am besten bei 
schwach saurer Reaktion. Das Enzym ist dafür nur mit Blausäure anwendbar. Nach 
unseren Versuchen (Tab. 2 und Abb. 2) liegt das Optimum bei 'p^ = 5,0 bis 5,2, wäh- 
rend der isoelektrische Punkt für das Ausgangsmaterial der Peptone, das Eieralbumin, 
bei = 4,8 gefunden wird. Der Abfall der />H-Abhängigkeit ist wie bei der früher be- 
schriebenen ^ Gelatinehydrolyse steil nach der sauren Seite, nach der alkalischen aber 
flacher als dort. Die Abhängigkeit vom ist aber so ähnlich, daß für die Annahme einer 
besonderen ereptischen Komponente kein Raum bleibt. 

Um die Einflüsse verschiedenartiger Puffermischimgen ausziischließen, verwenden wir von 
nun an immer im ganzen /?H-flereich von 3,5 bis 7,5 Phosphate im Gemisch mit Citraten. Zixr Her- 
stellung der Puffer wurden in Anlehnung an die Arbeitsweise von J. H. Northrop 
" 1/6 = 29,7 g Na2HP04 • 2H2O (zu Enzymstud. n. SörEnsEN, Kahlbaum) und 

C607H8-H20 {. „ ) 

mit 175 ccm 3n-NaOII gelöst und auf 500 ccm aufgefüllt. Diese Stammlösmig hat [H‘] = 10 ^ 
Um die verschiedenen Aciditäten einzustellen, werden n ccm Stammlösung mit wechselnden 
Mengen [x ccm) n-HCl versetzt, wobei die Konzentration des Chlorions durch entsprechenden 
Zusatz [{n — x) ccm] von n-NaCl aufrecht erhalten wird. Die mit den verschiedenen Mischrmgs- 
verhältnissen erreichte Wasserstof fionenkonzentration ist aus der folgenden Zusammenstellung 
ersichtlich. Zu 100 ccm Stamm lösung werden zugefügt: 

ccm "/i-HCl o 5 IO 20 25 50 100 

ccm "/i-NaCl 100 95 90 80 75 50 o 

Pu beträgt 8,5 7,5 7,3 6,9 6,6 5,6 3,75 

[312] In einer Mischung mit dem Substrat läßt sich durch den Phosphat-Citratpuffer das Gebiet 
von Pu 4 bis 7 cinstellen und konstant halten. Um stark saure oder alkalische Reaktion zu er- 
reichen, wurden außerdem noch entsprechende Mengen von HCl bzw. NH 3 zugefügt. Auch dann 
blieb die Reaktion während der Hydrolyse nahezu konstant, da bei der hohen Peptonkonzen- 
tration im Verhältnis zu den vorhandenen Aniino- und Carboxy Imengen der Zuwachs gering ist. 

Zur Aktivierung wurden 50 mg Papain mit 25 mg Blausäure unter gleichbleibendem 
Zusatz von i ccm “/^-Dinatriumcitrat bei 40° 2 Stunden lang angesetzt. Dann fügten 
wir 2 g gelöstes Pepton ex albumine (H. Merck) und 10 ccm Puffermischung hinzu 
und füllten auf 50 ccm auf. Die Hydrolyse in 4 Stunden bei 40 ergab sich aus der Titra- 
tion von 10 ccm-Proben. 


Tabelle 2, 

Wirkung von Papain -|- HCN auf Pepton bei verschiedenen . 
{0,4 g Pepton, IO mg Papain mit HCN vorbeh. ; 40°, 4 Stunden.) 


jjh des Puffers 

1 -pii der lyösung 

Spaltung 
(ccm 11/5 -KO H) 

Ecgimi 

j Ende 

< 3.0 

3.0 

3.0 

0.45 

3 A 

4 A 

4.2 

0,94 j 0,92 

4.9 

5.2 

5.2 

1,06 

7.3 

6,6 

6,4 

0,92 ; 0,95 

> 7.3 

7.1 

7.0 

0,87 

> 9 

9.2 

9.1 

0.53 

Kontr. ohne Enzym 

9,2 

9,2 

0,05 


‘ Annals of Botany Bd. 19, S. 149 [1905]. 
* I. Abhandlung, imd zwar S. 197. 
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Ananasprotease ohne Aktivator, die anders als Papain deutlich auf Peptone ein- 
wirkt, und das durch Cyanid aktivierte Enzym ergeben nach den Versuchen der Tab. 3 
und der Abb. 3 vollkommen übereinstimmende und der /»ji-Abhängigkeit des Papains 
ähnliche Aktivitätskurven! Die Proteasen beider Herkunft wirken annähernd bei 
= 5 optimal auf Pepton. Die Wirksamkeit des Bromelins fällt aber auf der sauren 
Seite etwas steiler, auf der alkalischen bedeutend steiler ab, so daß die Hälfte der opti- 
malen Wirkung im sauren Gebiet mit Papain bei — 3,3, mit Bromelin bei etwa 3,8, 
im alkalischen [313] Gebiet mit Papain bei = 9, mit Bromelin bei etwa 6,3 erreicht 
wird. Der raschere Abfall auf der alkalischen Seite bei der Ananasproteasc kann da- 
durch mitbedingt sein, daß das Enzym, während es in kräftig saurem !Mediuiii noch 
recht beständig ist, schon in der Gegend des Neutralpunktes sehr zcrsetzlich zu sein 
scheint. Dies gilt aber nur für reinere Enzynilösungen, weniger für den Versuchs- 
ansatz mit Substrat, wie man aus den nach 4- und nach 24 -ständiger Spaltung fast 
gleichlaufenden Kurven erkennt. 



Abb 2. /jH'Abliängigkeit der Peptonsj^altuiig durch Papaiii -i- Blausäure. 


Tabelle 3. 

Ananasprotease ohne Aktivator und mit Blausäure bei vcrscliicdeiieii /?h in der 
Reaktion auf Albuminpepton. 

(ü,4g Pepton, Protease entspr. 10 Papain-Einheiteii, 2 ccm Citrat-Pho.sphatpuffer in loccin ; 40®.) 


Ph des Puffers 

PH der Lösung 

.'0 ohne TICX Spultung 
(ccm n/5-KOH) nach 

h) mit 5 mg HCN 
Spaltung (ccm n,5-K0H) 

Beginn 

i Ende 

4 Stunden 

24 Stunden 

nach 4 Stunden 

< 3 

3.4 

J ,5 

0,07 j 

0,20 

0,34; 0,29 

3.1 

4.1 

4.1 

— 1 

— 

1 , 10 

4 T 

4,9 

4,9 


0,91 

1.25; T.25 

4.9 

5-5 

i 5.4 

— ^ 


1,20 

7.3 

6,6 

1 6,5 

0,10 

0,23 i 

0,37; ^^-32 


[314] Die Ananasprotease war ein Trockenpräparat, wovon 4 mg in der Wirkung 
auf Gelatine i mg Papain entsprachen. Die Versuche wurden genau wie mit Papain 
angesetzt, also mit der loPapain-Einheiten entsprechenden Menge von 40mgTrocken- 


100' 
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Präparat in der lo ccm-Titrationsprobe. Während die Proteasen in bezug auf Gelatine 
äquivalent waren, wirkte Bromelin etwas besser auf Peptone als Papain, 



Abb. 3. Wirkung der Ananasprotease auf Pepton bei verschiedener [H‘] ohne 
und mit Blausäure, 


3. Fibrinauflösung durch Papain mit Blausäure. 

In der Literatur ist vielfach und im allgemeinen übereinstimmend erwähnt, daß 
das Knzym am besten bei neutraler und schwach alkalischer Reaktion Fibrin auflöst. 
Frühe Angaben darüber rühren von Cb. Fermi», eingehendere von S. H. Vines^ her. 
Nach unseren in der Tab. 4 und Abb. 4 verzeichneten Versuchen, bei denen die Unlös- 
lichkeit des Substrates dank einer in der 5. Mitteilung dieser Reihe ausgearbeiteten 
Bestimmungsmethode keine geringere Genauigkeit zur Folge hatte, liegt das Optimum 
der Fibrinauflösung bei ~ 7,1 bis 7,3, also übereinstimmend mit dem von I. N. 
Kugeemass^ bestimmten isoelektrischen Punkt (7,2) des Substrates, 

[315] Tabelle 4. 

Papain -f Blausäure bei verschiedenen mit Fibrin. 

(0,3 g Fibrin mit 5 und 10 mg Papain, 2 Stunden vorbeh. mit 6 mg HCNj Vol. = 15 ccm. 
Spaltiuigszeit 2 Stunden; 40°.) 


2)„ des 
Puffers 

j pjj der I.osung j 

1 Fibrin gelöst durch 

Beginn 

Ende 

5 mg Enz>'m ; 
(R) 

! IO mg Enzym 
(g) 

5.0 

5,1 

5.2 

— 

0,054 

6,8 

6,8 

6,8 

0,053 

0,093 

7 .^ 

7,1 

7 .^ 

0,064 

— 

7.3 

7.3 

7.3 

0.063 

0,1 14 

7,9 

7.8 1 

7.5 

— 

0,106 

8,0 

7,9 

7,7 

0,049 

0,089 


Arch. f. Hyg. Bd. 10, 1 , S. i [1890]; vgl. ferner Ct. Fermi und E. Buscageioni, Z. f. Bakt. 
Bd. 5, S. 24, und zwar S. 155 [1899]. 

* Annals of Botany Bd. 19, S. 149 [1905] und a. a. O. 

3 Compt. rend. Soc. Biol. Bd. 87, S. 802 [1922]. 




Substrat und Aktivitätsoptinmm bei proteolytischen Reaktionen. 


1589 



Abb. 4. ^u-Abhängigkeit der Fibrinauflösung durch Papain + Blausäure. 


Die Eiizynimengen von 5 bis 10 mg wiu'den mit 6 mg HCN und mit 3 ccm Puffermischung 
zunächst 2 Stunden bei 40 ° vorbehandelt, sodann zur Suspension von fein gepulvertem Fibrin 
(0,3 g lufttrocken) und weiteren 3 ccm Puffer zugefügt und auf 15 ccm aufgefüllt. Während der 
Versuchsdauer von 2 Stunden wurde im Therino.staten von 40 ° lebhaft geschüttelt. 


II. Reaktionen der Kürbisprotease. 

I. Wirkung auf Gelatine. 

Die pflanzlichen Enzyme mit Pepsin und mit Trypsin vergleichend, beobachteten 
Cb. und Iv- BusCAGbiONi ‘ die [316] Wirkung von 0,1% Chlorwasserstoff auf die 

Gelatinespaltung. ,,Die Gegenwart dieser Säure steigert die verflüssigende Wirksamkeit 
des Enzyms von Ficus und Phytolacca abyssinica, während sie umgekehrt die Fermente 
von Hibiscus, Cucurbita, die unreifen Phaseolussamen und die jungen Stengel von Por- 
tulacca schwächt.*' Die quantitative Bestimmung bestätigt, daß die Wirkung der 
Kürbisprotease auf Gelatine im sauren Bereich schwächer als im neutralen ist. Wie die 
Versuche der Tab. 5 zeigen, liegt das Optimum auf der alkalischen Seite. Die Zunahme 

Tabelle 5. 

^H-Abhängigkeit der Kürbisprotease mit Gelatine. 

(0,417 g Gelatine, 5 ccm Citrat- Phosphatpuffer, Protease aas 40 ccm Kürbissaft in 10 ccm; 

25 Stunden, 40°.) 


jUjj des Puffers 

pjj der Ivosuiig 

Beginn 1 Ende 

Spaltimg 
(ccm n/s-KOH) 

3.7 

! 

4.3 j 

4.5 

1-5 

4.7 

5.0 

5.2 

2.5 

. 5. 3 

5.4 

5.5 

3,3 

6,6 

6,6 

6,5 

3,8 

7.3 

7,0 

6,7 

4.2 

8,0 

1 Kontrolle mit Kochsalz 

0.3 


^ Zbl. f. Bakt. Bd. 5. S. 24, und zwar S. 157 [1899]. 
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nach dem alkalischen Gebiet liin verfolgten wir, da die Pufferwirkung des Phosphat- 
Citratgemisches nachließ, nur bis zum Anfangs-/?H von 7,3. Bin Kontroll versuch mit 
erhitztem Kürbissaft und mit Puffer von />h = 8 ergab nur geringfügige Wirkung auf 
das Substrat. 


2, Wirkung auf Pepton. 

Die Reaktion der Kürbisprotease auf Albuminpepton hat ein scharfes Optimum 
Pn — 6^3 sehr steilem Abfall der Aktivitätskurve nach beiden Seiten. Die Ver- 
suche der Tab. 6 und der Abb. 5 sind mit Phosphat-Citratpuffer ausgeführt und in 
einer anderen Versuchsreihe mit Phosphatgemisch bestätigt worden. 


[317] Tabelle 6. 

Spaltung von Albuminpepton durcli Kürbisproteasc bei verschiedenen p^. 

(0,5 g Pepton in 6 ccm Phosphat- Citratpuffer mit Protease aus 28 ccm Kürbissaft; 40°, 

10 Stunden.) 


des 

Puffers 

1 jOjj der Uösung | 

1 Spaltung (ccm 11 / 5 -KüH) 

Beginn 

Ende 

Saft A 1 

Saft B 

5.3 

57 

5:8 

1,0 

2,4 

6,6 

6.5 

6:3 

2,5 

4:3 

6,8 

6,8 

6,6 

1:4 

— 

7:0 

6.9 

6,7 

0,9 

1:53 

8:7 

8,2 

7:3 

0,3 




Abb. 5. 'Abhängigkeit der Kürbi.sprotease mit Pepton. 


3. Auflösung des Fibrins. 

Während die Aktivitätskurven von Papain und Kürbisprotease in den Fällen 
der Gelatine- und Peptonhydrolyse so verschieden sind, stimmen die optimalen Bereiche 
für die Auflösung von Blutfihrin überein. Das Optimum fällt nämheh auch für das 
Enzym von Cucurbita gemäß den Versuchen der Tab. 7 etwa mit dem isoelektrischen 
Punkte dieses Substrates [318] zusammen. Die Versuche wurden mit einem enzym- 
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reichen Kürbismaterial ausgeführt, so daß für die Probe von o,6 g lufttrockenem 
Fibrin in lo ccm Citrat-Phospliatpuffer + 4 ccm Thymolwasser vom 10 fach konzen- 
trierten Kürbissafte i ccm genügte, um in 30 Minuten bei 40 ° ein Viertel des Fibrins 
aufzulösen. 


Tabelle 7. 

Abhängigkeit der Fibrinuuf losuiig durch Kürbisprotease. 

{0,539 g getr. Fibrin mit Protease aus 55 g Kürbis, 30 ^liiiuten bei 40 geschüttelt.) 



der 

rösiing 

Fibrin geloift 

Puffers 

Beginn 1 

Hilde 

(g) 

6,8 

6,8 

6,8 

0,1 1 5 

7.2 

7.2 i 

7.2 

0,1 5 1 

7.9 

7.7 

7,5 

0,150 

9.0 

8,0 

7.5 

0,142 



Zeitschrift für physiologische Cheinie 152, S. 160 [1926]. 


120. ÜBER DIE EREPTISCHE KOMPONENTE EINIGER 
PFLANZENPROTEASEN. 

Von Richard Wildstätter, Wolfgang Grassmann und Otto Ambros. 

Vierte Abhandlung über pflanzliche Proteasen. 

(Mitteilung aus dem Chemischen "haboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

{Der Redaktion zugegaugen am 20. November 1925.) 

Während durch Arbeiten von E. Abderhalden und A. Schittenhelm l H. v. 
Eulern, S. L- Iwanow 3 und anderen Forschem in Pflanzensamen echte Ereptasen 
durch die Wirkung auf einfache Peptide naehgewiesen sind, werden auch oft in den 
Untersuchungen von Botanikern, besonders bei S. H. Vines"*, dann ereptische Enzyme 
angenommen, wenn es sich um den Abbau von Peptonen (Pepton Witte, Albumin- 
pepton Merck) handelt. Zur Vereinfachung und Klärung der von S. H, ViNES auf- 
geworfenen Frage, ob die in den Pflanzen verbreiteten Proteasen Gemische aus pepton- 
bildenden und peptonspaltenden Enzymen sind, soll aber der Begriff Ereptase im Sinne 
der neuen Erkenntnisse über die ,, Spezifität tierischer Proteasen' wovon aus unserem 
Laboratorium E.Waldsciimidt-Leitz und A.Harteneck^ berichten, streng beschränkt 
werden auf die niedrigste Peptide spaltenden Enzyme. 

Bei der Analyse proteolytischer Enzyme der Pflanzen muß auf ihren möglichen 
Gehalt an einer creptischen Komponente Rücksicht genommen werden. Die Be- 
stimmung derjenigen [161] Proteasen, die höhermolekulare Substrate angreifen, könnte 
sonst fehlerhaft werden, da sie den gesamten Zuwachs an Carboxylgmppen erfaßt. 

Papain, den käuflichen eingetrockiteten Milchsaft von Caxica Papaya, prüften wir 
auf den Gehalt an Erepsin und fanden es unwirksam gegen die Substrate Glycylglycin, 
Glycinanhydrid i), d,l-Leucylglycin2) und Leucylalanin und zwar zwischen — 4»7 

* Diese Zs. Bd. 49, S. 26 [1906]. ^ Diese Zs. Bd. 51, S. 213 [1907]. 

5 Beihefte Bot. Zbl., I. Abt., Bd, 29, S. 144 [1913], 

* Annals of Botany Bd. 19, S. 171, uud zwar S. 185 [1905]. 

5 Diese Zs. Bd. 149, S. 203 [1925] {Abh. iio). 

•) Vgl. unsere Angabe bei E. Waldschmidt-LeiTz und A. Schaffner, Chem. Ber. 'Bd.,58, 
S. 1356, uUd zwar S. 1358 [1925]. 

*) Vgl. I. Mitteilung, und zwar S. 210. 
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und := 8. Frisches Enzymmaterial aus dem botanischen Garten in Nyinphenburg 
stand uns dank der Freundlichkeit des Herrn Geheimen Rates Professor von Goebei, 
zur Verfügung, aber nur in Form von Blättern und Blattstengeln. Die aus den saft- 
reichsten Teilen abgepreßte griinliche Flüssigkeit enthielt nach ihrer Wirkung auf Fibrin 
und auf Gelatine in 100 ccm 30 Papain-Einheiten. Die Prüfung mit Leucylglycin fiel 
negativ aus. 

Bei der Protease der Ktirbisfrucht, die in der zweiten und dritten Alitteilung dieser 
Reihe beschrieben wird, legt uns die verhältnismäßig ungünstige Wirkung auf Gelatine 
und günstige auf Peptone die Annahme eines Ereptasegchaltes nahe. Hier ist in der 
Tat eine ereptische Komponente nachweisbar, ihre Wirkung aber sehr schwach. Glycin- 
anhydrid wird durch den Kürbissaft nicht gespalten, Glycylglycin nicht deutlich genug 
angegriffen. Anders Eeucylglycin; hier finden wir mit jedem von drei Kürbissen, auch 
nach einmonatlichem Stehen eines Saftes in langen Spaltungszeiten kleine und diffe- 
rierende, aber zweifelfreie Ausschläge. 

Im Versuchs aiisatz war d.l-beucylglycin ^/jo uiolar gelöst. Die Kürbisprotease bestand in 
5- bis lofach eingeengtem Saft, der dasKiizym aus 570g (Vers, i ), 400g (Vers. 2) und 550g {Vers. 3) 
Kürbis enthielt. Durch Phosphat-Citratpuffer (vgl. x\bh. 111 ) war im Versuch i pn ~ b,6, iiu 
VeTvS. 2. und 3. pn = 6,8 eingestellt. Die Temperatur war stets 40°. 

1. Vers. 0,47 g Leucylglycin, 20 ccm Kürbissaft, 10 ccm Puffer; Vol. 50 cm, wovon je 
IO ccm Proben titriert wurden. 

24 48 Stunden 

Spaltung entspr. 1,5 1,9 ccm "/5-KOH. 

[162] Tn 2 Tagen waren 76% des raceiiiisclieu Substrates ge.spalten. 

2. Vers. 0,235 g Peptid, 10 ccm Kürbissaft, 5 ccm Puffer; Vol. 2500111, wovon jo 500111 
Proben titriert wmrden. 

I 3 5 Tage 

Spaltung entspr. 0,3 0,6 0,8 ccm 

3. Vers. Versuchsverh. wäe bei 2 ; Kürbissaft i ^lonut alt, 

3 7 12 Tage 

Spaltung entspr. 0,3 0,8 0,9 ccm 'vV^OH. 

Die ereptische Wirkung ist also im Verhältnis zu derjenigen anderer Proteasen 
gering. Wenn man berücksichtigt, daß die ereptische Komponente der Hefeproteasc, 
wovon unsere VI. Mitteilung handeln wird, sich durch Unbeständigkeit auszeichnet, 
so erscheint es trotz des negativen Ergebnisses mit Caricablättern als möglich, daß 
Papain im frischen Milchsäfte Ereptase enthält, und daß es sie bei der Darstellung von 
Trockenpräparaten und beim Aufbewahren verliert. Allerdings hat schon S. L. Iwa- 
KOW (a. a. 0 .) frischen Saft der Früchte geprüft, ohne deutliche Erepsinwirkung zu 
finden. Auch unsere aus Ananas gewonnenen Trockenpräparate des papainähnlichen 
Bromelins- sind ohne Wirkung auf Glycylglycin, Leucylglycin und Alanylalanin. Da- 
gegen gelang es uns, aus importierten Ananasfrüchten eieptisch wirkende Säfte aus- 
zupressen. In einem Versuch (Frucht mit welken Blättern) war das Ergebnis fast 
negativ, bei zwei anderen Früchten (mit frischen grünen Blättern) war sichere, wenn 
auch schwache ereptische Wirkung zu beobachten. 

‘ Vgl. die II. Abhandlung dieser Reilie. 
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Im 25-ccin-Ansatz des Vers, i bestand die Protease in 10 ccm frischem Ananassaft, die 
nach der für Papain angegebenen Bestimmung mit Gelatine unter Aktivierung 19 I^inheiten 
enthielten. Für Vers. 2 ^vurden im Ansatz von 35,2 ccm 15 ccm eines nach vorangegangenem 
leichtem Auspressen gewonnenen 2. Preßsaftes angewandt mit einem Gehalt von 26,5 Einheiten. 
Durch Phosphat-Citratpuffer stellten wir in einer Probe = 5 in einer anderen = 7.2. 
Der ganz schwach alkalische Bereich war günstiger als der saure. Im Vers, i wirkte die Blau- 
säure {12,5 mg) 2 Stunden auf das Enzym vor der Zugabe des Substrates ein. Im zweiten Ver- 
such fiel die Vorbehandlung weg. Die Konzentration des Leucylglycins im Versuch war ^/lo-molai. 
Temperatur 40®. Die Titrationsproben betrugen 10 ccm. 

[163] 1. Versuch. = 7.2. 

Spaltungszeit 16 Stunden. Spaltung entspr. 076 ccm «/5-KOH. 

Kontrollvers. ohne Substrat 16 ,, ,, 0,20 ccm 


In 2 Tagen verlor der Ananassaft das ereptische Wirkungs vermögen, auch ein am r . Tage 
mit Hilfe von Amnionsulfat bereitetes Trockenpräparat war normal wirksam auf Gelatine und 
Albuminpcpton, wirkungslos auf Dipeptid. 


2. Versuch, pa ^ 5,0. 
Spaltuiigszeit 

pii = 7 . 2 - 
Spaltungszeit 

Kontrollvers. ohne Substrat 


4 Stimden. 
IO 


4 Stunden. 

IO ,, 

20 ,, 


Spaltung entspr. 0,12 ccm “/5-KOII. 
,, ,, 0,38 ccm 

Spaltung entspr. 0,32 ccm "/5-KOH. 
,, ,, 0,48 ccm ,, 

,, ,, 0,04 ccm 


Wahrscheinlich wird man stärkere Krepsinwirkung bei frisch gepflückten Ananas- 
früchten finden und es ist wünschenswert, auch die Analyse des Papains durch Wieder- 
holung mit dem frischen Milchsaft aus unreifen Früchten zu verbessern. 
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I2I. UBER DIE EINHEITLICHKEIT EINIGER PFLANZENPROTEASEN. 
Von Richard Willstätter, Wolfgang Grassmann und Otto Ambros. 

Fünfte Abhandlung über pflanzliche Proteasen. 

(Mitteilung aus dem Chemischen baboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 20. November 1925.) 

Einleitung. 

Im Laufe ausgedehnter und gründlicher Untersuchungen über die eiweißabbauen- 
den Enzyme der Pflanzen entwickelte S. H. Vines die Auffassung, Pcptonbildung und 
Peptonspaltung seien verschiedenartigen Enzymen zuzuschreiben. Er unterschied 
zwei Gruppen am Eiweißabbau beteiligter Enzyme, wovon die einen auf höhere Proteine 
wie Fibrin und Albumin einwirken, sie unter Peptonbildung auflösend, die anderen 
ausschließlich auf einfachere Proteine wie Albumoseii und Peptone eingestellt sind, die 
sie bis zu Aminosäuren hydrolysieren. Während Vines oft die Wirkung gegenüber 
Pepton ohne diejenige auf l'ibrin antraf, beobachtete er die fibrinlosende Wirkung 
stets mit der w^eit ergehenden Peptolyse verbunden. Das pepton spaltende Enzym, 
dessen Verbreitung in pflanzlichen Organen und Geweben viel bedeutender zu sein 
schien, sollte oft für sich allein Vorkommen, das peptonbildende Enzym aber nur mit 
jenem vergesellschaftet. Diese Komponenten der Pflanzenproteasen unterschied Vines 
als Gruppen der Peptasen, die mit Pepsin, und der Ereptasen, die mit dem Erepsin 
von O. Cohnheim ^ zu vergleichen waren. 

[165] Nach den letzthin in unserem Laboratorium ausgeführten Untersuchungen von 
E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck^) über die Spezifität tierischer Proteasen 
vermag das reine Erepsin des Darmes nur einfache Peptide zu spalten. Die Bezeichnung 
Ereptase ist also bei Vines zu Unrecht für ein Enzym angewandt, dessen Wirkungs- 
bereich sich eher mit dem von Trypsin deckt, so wie dieses nach E. Waedschmidt-Lkitz 
und A. Harteneck ohne Aktivierung durch Enterokinase wirkt. Wahres ereptisches 

* Diese Zs. Bd. 33, S. 451 [1901]. 

*) Diese Zs. Bd, 147, S. 286, und Bd. 149, S. 203 [1925] {Abh. 10g und jio). 
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Enzym, das von dem peptonspaltenden nach Vines scharf zu unterscheiden ist, findet 
sich, was in der voranstehenden Mitteilung behandelt wurde, als Begleiter der von 
Vines untersuchten Enzyme. Die ereptische Wirkung, die mit einfachen Peptiden 
gemessen wird, ist in den untersuchten Präparaten aus höheren Pflanzen verhältnis- 
mäßig sehr schwach und ihr Träger von geringer Beständigkeit. Im Papain des Handels 
vermochten wir diese Komponente noch nicht nachzu weisen, dagegen in frischen Präpa- 
raten von Ananasprotease, die dem Papain sehr nahesteht, und von Kürbisprotease, 
Das wahre Analogon des reinen Darm- und Pankreaserepsins soll also hier außer Betracht 
bleiben. Es ist richtiger, im Sinne von Vines fibrinlösende oder peptonbildende En- 
zyme von den peptonspaltenden zu unterscheiden. 

Eines der wichtigsten Ergebnisse von S. H. ViNES, gestützt durch viele eingehende 
Beobachtungen, ist die von ihm angegebene Zerlegung des Proteasengemisches in die 
einzelnen Komponenten. Vines glaubte an den Proteasen von Cannabis sativa, von 
Carica Papaya und von anderer Herkunft den Nachweis zu führen, daß sich aus dem 
Enzymgemisch durch Behandlung mit zproz. Kochsalzlösung, worin die peptonspaltende 
Komponente leichter löslich sein sollte, ein Rückstand gewinnen lasse, der von dieser 
ganz frei sei. Bei weiterer Behandlung mit Kochsalzlösung liefere der Rückstand eine 
neue Eösung, die Fibrin zu verdauen vermöge, während ihr die Wirkung auf Pepton 
fehlen solle. 

Um diesen wichtigen Untersuchungen die Anerkennung [166] zu verschaffen, daß 
sie wohl zum ersten Male zur Trennung einander nahestehender Enzyme geführt haben, 
unterzogen wir die Angaben von Vines namentlich am Papain der Nachprüfung und 
ersetzten dabei die qualitativen Beobachtungen und die Schätzungsmethoden der 
früheren Zeit durch quantitative Bestimmungen. Die fraktionierte Auflösung des 
Enzymmaterials durch Kochsalzlösung sowie aussichtsvolle Versuche der fraktionierten 
Adsorption mit Tonerde, mit Kaolin und mit Fibrin ergaben indessen in allen Fällen, 
daß keine Verschiebung der Wirkungsverhältnisse in bezug auf die Substrate Fibrin, 
Gelatine und Pepton erzielt werden kann. Würden die Quotienten der einzelnen enzy- 
matischen Wirkungen sich im Kaufe der angewandten Operationen verändern, so wäre 
kaum eine einfache und sichere Schlußfolgerung daraus möglich. Aber die Konstanz 
des Verhältnisses zwischen peptonbildender und peptonspaltender Wirkung vor und 
nach der Behandlung des Papains mit Kochsalz nach Vines und die gefundene 
Konstanz dieses Verhältnisses bei fraktionierten Adsorptionen läßt der Annahme 
keinen Raum, daß ein Gemisch von Proteasen zweier verschiedener Gruppen 
vorliege. 

Die irrtümlichen Ergebnisse von Vines beruhen zum Teil auf der Unvollkommen- 
heit der Methoden für den Enzymnachweis. Zum Teil ist für den Unterschied zwischen 
den älteren und den neuen Befunden verantwortlich, daß die von Vines angewandten 
Schätzungen für Fibrinauflösung und Peptonspaltung sehr ungleich empfindlich waren, 
die erstere nämlich viel empfindlicher, Vines pflegte für den Nachweis des fibrin- 
lösenden Enzyms zu große Enzymmengen anzuwenden; er ließ beispielsweise auf i g 
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feuchtes Fibrin bei 40 18 Stunden lang 2 g Papain ein wirken ^ d. i. tausende Male 
mehr als zum Nachweis erforderhch wäre. Vermindert sich ini Laufe des Trennungs- 
verfahrens mit Kochsalz die Bnzymmenge zu einem Bruchteile, so reicht dieser noch 
für die Beobachtung der Fibrinauflosung, sogar ohne eine Abnahme anzuzeigen. Der 
Nachweis der Peptonspaltung durch das Auftreten der [167] Tryptoplianreaktion 
versagt aber schon viel früher als die Beobachtung der Peptonisation. 

Die Befunde von Vines schienen dadurch gestützt zu sein, daß für die Fibrin- 
lösung schwach alkahsches Medium, für die Peptonspaltung dagegen saures optimal 
ist. Allein die Verschiedenheit der optimalen Wasserstoffionenkonzentrationen ist 
nicht immer ein Kennzeichen für die Funktion besonderer Enzyme. In der dritten 
Abhandlung dieser Reihe ist gezeigt worden, daß Papain und andere pflanzliche Pro- 
teasen auf verschiedene Substrate in deren isoelek tri. sehen Bereichen optimal wirken. 
So hydrolysiert Papain z. B. Fibrin optimal bei — 7^2 (isoelektrischer Punkt des 
Substrates 7,2), Gelatine bei />h = 5.0 (isoelektrischer Punkt 4,8) und Albuminpepton 
bei — 5,0 (isoelektrischer Punkt 4,8). 

Die in unseren Versuchen durchgehends beobachtete Konstanz der Wirkungs werte 
proteolytischer Enzyme gegenüber verschiedenen Substraten hat noch eine besondere 
Bedeutung. Sie bestätigt die Brauchbarkeit der angewandten Bestimmungsmethoden. 
Diese erfassen bei Gelatine und bei Pepton den Carboxylzuwachs, der in alkoholischer 
Lösung alkalimetrisch gemessen wird, während wir die FibrinauflÖsuiig gra\H metrisch 
verfolgen. Für den Verlauf der Hydrolysen von Gelatine und Albuminpcpton ist also 
der Carboxylzuwachs ein richtiges Maß, das dem wesentlichen Vorgang der Proteolyse 
entspricht. Diese Erfahrung ist bei der Beurteilung der Proteinstruktur zu berück- 
sichtigen. Sie steht mit der älteren Anschauung in Einklang, derzufolge der Abbau 

der Eiweißkörper im wesentlichen in der Auflösung von Gruppen CO— NII besteht, und 

I I 

sie spiicht gegen die seit kurzem in den Vordergrund tretende neue Annahme, wonach 
die Proteolyse in einem wesentlichen Teile ein Vorgang der Desaggregat ion polymerer 
Komplexe sein soll'). 

[168] Experimenteller Teil. 

I. Bestimmung der Proteasen durch Fibrinauflösung. 

Die Auflösung von Fibrin durch Proteasen hat nach E. Brücke'] und E. V. Go- 
rup-Besanez^] von späteren Forschern namentlich S. H. Vines^] in seinen zahlreichen 
Untersuchungen über Pflanzenenzyme qualitativ beobachtet. Ein früher Versuch zur 

* Annals of Botany Bd. 17, S. 597, und zwar S. 609 [1903]. 

9 E. Abderhalden, Naturw. Bd. 12, S. 716, und zwar S. 719 [1924]; C. Oppenheimer, 
,,Die Fermente und ihre Wirkungen“, 5. Aufl., Leipzig 1925, S. 778. Vgl, dazu M. Bergmann, 
Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 445, S. i, und zwar S. 25 [1925]' 

*] Sitz.-Ber. d. Kais. Akad. d. Wissenschaften zu Wien, Bd, 37, S. 131 [1859]; Bd. 43, S. 601 
[1861]. 

■*] Cheni. Ber. Bd. 7 . S- 1478 [i«74]j Bd. 8, S. 1510 [1875]. 

3 ] Annals of Botany Bd. 17, S. 237 u. 597 [1903]; Bd. 18, S. 289 [1904]; Bd. 19, S. 149 u. 171 
[1905]; Bd. 20, S. 113 [1906]; Bd. 22, S. 103 [1908]; Bd. 23, S. i [1909]; Bd. 24, S, 213 [1910]- 
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quantitativen Ausgestaltung der Methode war das colorimetrische Verfahren von 
P. Grützner^ unter Anwendung von gefärbtem Fibrin. Vor kurzem hat dann auf 
refraktrometrischem Wege E. Kuppeewieser 5 die Auflösung gewisser koagulierter 
Proteine quantitativ verfolgt. In unserer Arbeit wird ein gravimetiisches Verfahren 
vorgezogen, die Wägung des ungelösten Fibrinanteils. 

Käufliches getrocknetes Fibrin eignet sich für die Bestimmung besser als frisch dargestelltes. 
Das frische Fibrin, durch Schlagen von Pferdeblut gewonnen, wurde sofort und gründlich mit 
fließendem Wasser, sodann mit loproz, Kochsalzlösung und wieder mit Wasser rein weiß ge- 
waschen, in der Maschine zum Brei zerteilt und in der Porzellankugelmühlc während 24, Stunden 
bei Gegenwart von Thyniolwasser in milchartige Suspension verwandelt. Beim Aufbewahren 
genügte aber Thymol als Antisepticum nicht; Toluol, das wirksamer war, hatte den Nachteil, 
daß es beim Schütteln das Fibrin teilweise umhüllen und so dem Angriff des Enzyms entziehen 
konnte. Sättigte man die wäßrige Flüssigkeit nur mit Toluol unter Vermeidui^ eines Über- 
scliuases, so verhütete es die Fäulnis, aber es fanden infolge der Wirkung von adsorbiertem Enzym 
autolytische Vorgänge statt. 

Diese Schwierigkeit fiel bei Verwendung getrockneten Fibrins weg, das in ver- 
gleichenden Versuchen mindestens in demselben Maße wie frisches angegriffen wurde 
(z. B. wurden 0,146 g frisches und 0,153 g getrocknetes Fibrin in 2 Stunden bei 40 
durch 50 mg Papain gelöst). 

[169] Das lübrin (von E. Merck) verwenden wir als feines Pulver; nach 24stündigem Mahlen 
in der Kugelmühle ließen wir es durch ein Sieb von 0,2 mm Maschenweite gehen. Die Geschwin- 
digkeit der Auflösung ist natürlich von der Korngröße abhängig. Mit viel feinerem Mehle (Sieb- 
einsatz 16 des Siebsatzes nach Knop) erreichten wir um etwa 10 % raschere Auflösung des Fibrins. 
Dennoch ist es für die Bestimmung weniger geeignet, die Abtrennung des ungelösten Anteils 
durch Filtrieren oder Zentrifugieren ist bei dem aufgequollenen feinsten Fibrinmehl nicht rasch 
genug ausführbar. Das Fibrin wurde lufttrocken mit einem Gehalt von 8,1 bis 8,2 % Wasser ange- 
wandt, das bis 110° entweicht. 

Vor dem Versuche ließ man das Pulver mit Wasser und einem Teil der Puffer- 
lösung bei Zimmertemperatur quellen. Zur Suspension von zumeist 0,540 g lufttrocke- 
nem = 0,500 g trockenem Fibrin, das sich in einem gut verschließbaren Stöpsel - 
Zylinder von etwa 25 ccm Inhalt befindet, fügen wir die Enzymlösung und 3 ccm 
Puffer und füllen aus der Pipette auf 15 ccm auf. Das Gemisch wird im Schüttel- 
thermostaten bei 40 ° kräftig bewegt und am Ende der Versuchszeit rasch auf annähernd 
0 ° abgekühlt, um sofort zentrifugiert zu werden. Den ungelösten Anteil führen wir, 
nachdem er mit Eiswasser, Alkohol und Äther gew^aschen und leicht getrocknet worden 
ist, in ein Wägeglas über, trocknen bei iio ® und wägen zur Gewichtskonstanz. Weniger 
genau fiel die Wägung des gelösten Anteils aus. 


Papain. 

Den zeitlichen Verlauf der Fibrinhydrolyse verglichen wir mit und ohne Blausäure- 
aktivierung, und zwar am besten nach den Erfahrungen unserer dritten Mitteilung bei 
= 7,1. Nach den Versuchen der Tab. i löst das nicht aktivierte Papain unter den 
angegebenen Bedingungen etwas über 60 %, dann schreitet die Auflösung nur sehr lang- 


^ Pflügers Arch. Bd. 8, S. 452 [1874] und Bd. 106, S. 4Ö3 [1905]. 
Biochem. Zs. Bd. 131, S. 413 [1922]. 
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sam weiter. J^Iit dem aktivierten Enzym verläuft hingegen die Hydrolyse gleichmäßig 
bis zur vollständigen Auflösung des Substrates. Die analytische ^Methode macht daher 
immer von der Aktivierung Gebrauch. 

Der nach i2stündiger Einwirkung von Papain ohne Cyanid ungelöste Fibrinrest 
ist bei erneutem Ansetzen mit dem Enzym zwar nicht unangreifbar, aber viel schwie- 
riger lösbar als das Ausgangsmaterial. Mit Papain Blausäure wird dieser [170] Fibrin- 
rückstand aber leicht gelöst. Der Fibrin rest enthält also Atoiiigru])pen, die vom nicht 

Tabelle i. 

Geschwindigkeit der Kibriiiauflösung durch Papain mit ninl ohne Aktivierung. 

(50 mg Papain, 0,276 g Fibrin (trocken), 300111 m/6-Citrat-Phosphatpiiffer von />h ^ 6.8; 

Vol. 15 ccni; 40".) 



■■7 

y l-'ibrii» j;clöst 

: I i 2 : 

nach 

4 

1 24 SliuKU-n 

Ohne Aktivator 

0,078 

0,128 0,158 i 

0, 1 69 

0.188 


0,082 

0,126 ; 1 



Enzym vorbehandelt mit 23 mg HCN 

0,179 

0,230 i — 

<^2 53 



aktivierten Papain besonders schwer angegriffen w'erden. Es wäre zu untersuchen, ob 
das Fibrin ein Gemisch von leicht und schwer angreifbarem ist, oder ob im Rückstand 
teilweise abgebautes Protein vorliegt. 

6 g Fibrin wurden der Einwirkung von 1 g Papain bei 40“^ wahrend 12 Stunden liberla.ssen. 
Dann Isolierten wir den Fibrinrest, um ihn nach dem Auswaschen, Troc'kneii bei 30° und l^ulveri- 
sieren von neuem mit Papain anzusetzen, nämlich 0,26 g getrockneten Fibrinrest mit 50 mg 
Papain und 3 ccm Puffer. Bei 40° gingen in 4 Stunden von neuem 0,049 8 iu Eösung, d. i, nur 
etwa 20% gegen 60% im Vergleichsversuch mit gewöhnlichem Fibrinpulver. Wenn man hin- 
gegen das Enzym mit 12 mg HCN aktivierte, so erfolgte unter denselben Versuchsverhältni.s.sen 
Auflösung von 65%. 

Die Dauer der Blausäureeinwirkung hatte keinen deutlichen Einfluß auf die Hydro- 
lyse des Fibrins. In vergleichenden Versuchen mit 0,3 g lufttrockenem Fibrin betrugen 
nach I Stunde die Mengen des ungelösten Substrates 

0,088 0,082 0,081 g 

nach Vorbehandlnngszeit von o 30 360 Minuten. 

Die der Bestimmungsmethode zugrunde liegende Beziehung zwischen Enzyni- 
menge und Umsatz geht am genauesten aus Versuchen (Tab. 2 ) mit verhältnismäßig 
viel Substrat und wenig Enzym hervor. So verläuft in einem weiten Bereich die Auf- 
lösung des Fibrins den Papainmengen annähernd proportional. Die Abb. i zeigt line- 
aren Verlauf der Menge wirkungskurve bis [171] zur Auflösung von etwa 40% Fibrin. 
Analog der Bestimmungsmethode mit Gelatine ^ soll die Papainmenge in i mg des 
Succus Caricae Papayae von E. Merck als ,,Papein-Einheit nach der Wirkung auf 
Fibrin^' angenommen werden und durch die in der Figur dargestellten Teistungen be- 
stimmt sein. Entsprechendes gilt für die nachfolgende Bestimmung mit Pepton. 


1 . Mitteilung dieser Reihe S. 204. 
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Abb. I. Papainmenge und Geschwindigkeit der Fibrinauflösuiig. 

Papainmengen von i bis lO mg aktivieren wir mit 6 mg HCN unter Zusatz von 
3 ccm Citrat-Phosphatpuffer ^ von = unter 2Stündiger Vorbehandlung bei 
40°. Dann wird das Enzym zur Suspension von 0,540 g lufttrockenem, d. i. 500 mg 

Tabelle 2. 

Verlauf der Fibrinauflösung mit verschiedenen Mengen von aktiviertem Papain. 
(0,5 g Fibrin [getrocknet], 6 mg HCN, 6 ccm «>/6-Citrat-Phosphatpuffer von pa = 7.2 in 15 caii; 

I Stunde bei 40°.) 


Küzymmenge in mg 

0 

I .-25 


3,75 

5,0 7,5 j 

10, Q 

nicht angegriffen (g) . 

0,485 

0,436 

: 0,419 

0,383 

0,330 

1 0,284 

0,262 

gelöst (g) 

0,015 

0,064 

0,081 

0,117 

0,170 

0,216 

0,238 

gelöst {%) 

2,8 1 

12,8 

16,2 

! 23,4 

34 

, 43.2 

47,6 


[172] getrocknetem Fibrin in 3 ccm gleichen Puffers hinzugeftigt und mit gesättigtem 
Thymolwasser auf ein Volumen von 15 ccm auf gefüllt. Die Hydrolyse führen wir im 
Schüttelthermostaten bei 40° mit der Versuchsdauer von i Stunde aus. 


Kürbisprotease. 

Die Abhängigkeit der Eibrinauflösung von der Enzymmenge wurde in den Ver- 
suchen der Tab. 3 und der Abb. 2 ermittelt. Diese Protease wirkt auf Fibrin stärker, 

verglichen mit anderen Substraten. Mit stei- 
genden Enzymmengen schreitet aber die Fib- 
rinaufiösung in viel geringerem Maße fort als 
beim Papain, nur ein kleiner Anfangsbereicli 
der Menge-Umsatzkurve ist annähernd linear. 

Das Reaktionsoptimum liegt ebenso wie 
beim Papain bei — 7^2^). Der Versuchs- 
ansatz enthielt in 15 ccm 0,600 g lufttrockenes 
Fibrin mit 5 ccm ""/G-Phosphat— Citratpuffer 
und wechselnde Mengen des auf '^jio einge- 
engten Kürbissaftes. Gesättigtes Thymolwasser 
ergänzte das Volumen auf 15 ccm. Die Reaktion 
III. Mitteüung dieser Reihe. 



Abb. 2. Geschwindigkeit der Fibrinauf- 
lösimg durch wechselnde Mengen Kürbis- 

protease. 

* Vgl. III. Mitteilung dieser Reilie. 
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verlief bei 40® unter Schütteln, man bestimmte den Umsatz nach i und 4 Stunden. Im 
KontroU versuch mit Fibrin ohne Enzym fanden sich 0,539 i 0,002 g ungelöst wieder. 

[173] Tabelle 3. 

Verlauf der Fibrinauflösung durch wechselnde Mengen Kürbisprotease. 
(0,546 g Fibrin [trocken], 5 ccm Phosphat-Citratpuffcr von />h ~ 7.2; Vol. 1500111; 40 ‘.) 


Enzymmenge in ccui 0,5 i j -.5 : S 


gelöst nach i Std. in mg 

126 

159 : 213 


gelöst nach i Std. in % 

23 ^ 

30 ; 40 


gelöst nach 4 Stdn. in mg 

258 ; 

30S - , 

421 

gelöst nach 4 Stdn. in % 

4^ : 

57 , - - ; 

n ;8 


2. Bestimmung der Proteasen durch Peptonhydrolyse. 

Die Wirkung des Papains, auch des mit Blausäure aktivierten, auf Pepton ist 
verhältnismäßig schwach. Um die Frage zu entscheiden, ob das fibriniösendc Enzym 
auch Pepton weiter hydroiysiert, ist eine quantitative Bestimmung der Feptonspaitung 
unentbehriieh. Es i.st nicht ausreichend, nach ViNES das Auftreten der Tryptophan- 
reaktion zu beobachten und ihre Stärke zu schätzen. Wie bei der Hydrolyse von Gela- 
tine bestimmen wir den Carboxylziiwachs alkalimetrisch in alkoliolischer J.ösung nacli 
R.Wii,t.stätter und E.Wat.dschmidx-Leitz. Der Farbumschlag ist allerdings bei diesem 
Material nicht scharf , der Be,stimmungsf ehler daher größer als sonst { ±0,05 ccm"/ 5-KOH) 
Das /)H-Optimum liegt gemäß der dritten Mitteilung dieser Reihe zwischen 5,0 
und 5,2 ; wir stellen es anstatt mit Phosphat-Citratpuffer, um schärferen Farbumschlag 
zu erzielen, allein mit Citrat von etwas geringerer Konzentration ein. Wahrend des 
Versuches verschiebt sich die Acidität nur von etwa 5.0 bis 5,3. 

Die Papainmengen bis zu 30 mg werden mit 25 mg HCN und 5 ccm '"/ 5-Dinatrium- 
citrat bei 40° 2 Stunden lang vorbehandelt. Nach dem Vermischen mit 2 g Albumtn- 
pepton von E. Merck in loproz. Lösung, die mit HCl auf etwa = 5,0 eingestellt 
ist, wird sofort auf 30 ccm aiifgefüllt. Die in 4 Stunden eintretende Hydrolyse ergibt 
sich aus der Titration von lo-ccra-Proben zu Beginn und am Ende der Versuciiszeit. 
[174] Die beobachteten Spaltungen sind in der Tab. 4 und in der Abb. 3 angegeben. 
Die Kurve ist nur sehr wenig gekrümmt bei Enzymmengen zwischen i und 6 mg in 



Abb. 3. Verlauf der Peptonspaltung durch verschiedene Mengen Papain. 
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der Versuchsprobe von 10 ccm, so daß in diesem Bereiche die Spaltung der Knzym- 
menge annähernd proportional ist. Von 6 mg an bewirkt vermehrte Enzymmenge nur 
sehr geringe Geschwindigkeitssteigening. 

Tabelle 4. 

Peptonhydrolyse durch verschiedene Mengen von aktiviertem Papain. 
(Enzym 2 Stunden vorbehandelt mit 5 mg HCN; 0,4 g Pepton, i can m/5-Citrat von = 5,0. 

4 Stunden, 40°; Vol. 10 ccm.) 


Enzymmenge in mg 

0,4 

1,0 

2,0 

4,0 6,0 

40 

Spaltung (ccm n/5-KOH) 

0,15 ' 

1 0,26 

0.35 

i 0.38 
0,42 

0,70 1,01 

! 073 ' 

1,14 


3. Partielle Lösung, Adsorption und Hemmung. 

Fraktionierung nach Vines durch Kochsalz. 

Von seinen verschiedenen Fraktionierungsweisen beschrieb S. H. ViNES am besten 
die auf einander folgende Behandlung des proteasehaltigen Materials mit Kochsalz- 
lösung und mit Wasser, wobei im Rückstand allein fibrinlösendes Enzym hinterbleiben 
[175] und alles peptonspaltende nach der Behandlung mit Kochsalzlösung und mit 
Wasser eluiert sein sollte. Dieses Verfahren führten wir mit großen Mengen von Papain 
in drei Beispielen durch, zwar mit einigen Varianten, aber möglichst dem Sinne der 
Vines sehen Angaben entsprechend. 

I . Versuch. 20 g’ Papain Merck verrieben wir : Stunde lang in der Reibschale mit 50 can 
2proz. Kochsalzlösung und trennten durch langes Zentrifugieren die gebildete Lösung ab. Sie 
wurde nach einer langwierigen und verlustbringenden Filtration mit dem 4 fachen Volumen abso- 
luten Alkohols gefällt und mit Alkohol- Äther rasch getrocknet (Ausbeute 10,4 g). Der Rück- 
stand wmde in den Zentrifugengläsern nochmals mit weiteren 10 ccm 2proz. Kochsalzlösung 
und dann zweimal mit je 20 ccm Wasser nachgewaschen und schheßHch zwischen Filtrierpapier 
und im Vakuumexsiccator getrocknet {1,71 g). Diese Fraktion war, da sich unlösliche Bestand- 
teile des Succus Caricae wie Sand u, a. anreicherten, viel geringerwertig als das in Eösui^ ge- 
gangene und ausgefällte Enzym. 

Die Enzymfraktionen sowohl aus der Kochsalzlösung wie im ungelösten Anteil 
analysierten wir durch ihre Wirkung auf die beiden Substrate Fibrin und Pepton. 
Nach der Tab. 5 waren in i mg Enzym der Kochsalzfraktion 0,89 Einheiten gemäß 
der Wirkung auf Fibrin, 0,81 Einheiten gemäß der Wirkung auf Pepton enthalten. 
Und das ungelöste Enzym enthielt in i mg 0,067 Einheiten mit Fibrin, 0,070 Einheiten 
mit Pepton gemessen. 


Tabelle 5. 

Wirkung der Fapainfraktionen auf Fibrin und Pepton (Versuch i). 



Trockenpräp. aus der 
KocUsaUlösiuig (10,4 g) 



Ungelöster Anteil 

(1,71 g) 




Fibrinauf- 
lösung (mg) 

Hydrolyse v. 
Pepton (ccm 
n/5-KOH) 


Fibrinauflösung 

(mg) 


Hydrolyse von Pepton 
(ccm n/5-KOH) 

Zur Bestimmung angew. 
(mg) - • • 

IO 

3 

6 

20 ' 

30 

60 

120 

12 

16 i 

30 

Proteolytische Wirkung . . 

233 

0,49 

0,83 

Ö3 

79 

107 

218 

0,22 

0,28 

0,49 

Einheiten im ganzen. . . 

9250 1 

8650 

8300 

132 

126 

89 

II4 

II4 

i 

142 
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[176] 2. Versuch. 20 g Papaiu Merck wurden mit 80 ccm 2proz. Kochsalzlösung 7, Stunde lang 
in der Reibschale verrührt. Den durch Zentrifugieren gewonnenen Rückstand behandelten wir 
in der Zentrifuge nochmals mit 40 ccm Kochsalzlösung und zweimal mit je 20 ccm Wasser. Das 
imgelöste Material isolierte man für die Analyse in zwei Anteilen: Ein in den letzten Wasch- 
wässern suspendierter Anteil (B) ließ sich erst nach längerem Stehen durch weiteres Zentri- 
fugieren gewinnen, während die Hauptinenge des Ungelösten (A) sich sofort am Boden der Zentri- 
fugengläser gesammelt hatte. Das gelöste Enzym diente für die Analyse in Form der klar fil- 
trierten Kochsalzlösung. 

Sowohl im löslichen wie in den zwei ungelösten Anteilen ergaben (Tab. 6) die beiden 
Enzymmaße, Fibrinlösung und Peptonspaltung, gute Übereinstimmung. Es ist also 
kein Anzeichen von Fraktionierung zweier proteolytischer Enzyme zu finden. 


Tabelle 6. 

Wirkung der Papainfraktionen auf Fibrin und Pepton (Ver.such 2). 



Eiizyai in der Kochsala- 
lösuiig (8ocxm) 

UngclösU 

r Anteil A 

{2,00 g) 

Cügclüslcr Anteil 11 
(0,335 K) 


Fibrin- 

auflösung 

(nig) 

Hydrolyse v. 
Tepton (ccm 
n/5-KOH) 

Fibrin- 
auflösung i 
(mg) i 

Hydrolyse v. Pepton 
(ccm n/s-KOIl) 

Fibrin- 
au flösung 
(öig) 

Hydrolyse v. 
Pi-ploH (ccm 

1 n/5-KOH) 

Zur Bestimmung angew. 

0.08 ccm 

0,2 ccm 

60 mg 

6111g 

8 mg 

100 mg 

i 30 mg 

Proteolytische Wirkung 

259 

0.93 

230 

0,27 

0,3« 

107 

0,28 

Einheiten im ganzen . . 

ca.i I 500 

1 1200 

33 : 

37 

44 

64 

; 


Fraktionierte Adsorption. 

Tonerde. Das Gemisch der pankreatischeii Proteasen läßt sich nach E. Waed- 
schmidt-Eeitz und A. Harteneck ^ durch Tonerdeadsorption zerlegen und nach einer 
später erscheinenden Arbeit unserer Reihe gleichfalls das Gemisch der Hefeproteasen. 
Im ersteren Falle wird die ereptische Komponente aus saurer Eösung durch Tonerde 
entfernt, im zweiten [177] Falle umgekehrt das tryptische Enzym aus sehr schwach 
saurer Lösung leichter adsorbiert. Man darf demnach beim Papain darauf rechnen, 
zumal es gegen Tonerde ein ungewöhnliches Verhalten zeigt, cs durch fraktionierte 
Adsorption in Komponenten zu zerlegen, falls es überhaupt ein Enzymgemisch dar- 
stellt. Es ist nämlich aus saurer Lösung schlecht, viel besser aus arnmoniakali scher und 
besonders aus alkoholhaltiger adsorbierbar ^). Der Adsorptionswert eines lonerde- 
präparates C war übrigens in unseren Versuchen bei Anwendung saurer Enzymlösimgen 
günstiger als in den früheren Beispielen, 

r g Papain wurde aus 570 ccm abgekühlter essigsäurehaltigcr Lösung durch Ton- 
erde C, entsprechend 1,84 g AI2O3, adsorbiert. Die Restlösung zeigte keine Verscliiebung 
des Verhältnisses zwischen Gelatinespaltung und Fibrinauflösung: 

a) Bestimmung mit Gelatine. 2 ccm Restlösung wirkten unter den Bedingungen 
der Bestimmungsmethode i Stunde auf 0,4 g Gelatine. Die Hydrolyse entsprechend 
1,50 ccm “/5-KOH ergab für die ganze Restlösung den Gehalt von 337 Einh. 

b) Bestimmung mit Fibrin. 2,5 ccm Restlösung bewirkten in i Stunde die 
Auflösung von 0,153 ^ Fibrin, woraus sich ein Gehalt der Gesamtflüssigkeit an 
349 Einh. ergab. 

9 Vgl. I. Abh. dieser Reilie, S. 212. 
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Diese Zs. Bd. 147, S. 286 [1925]. 
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Sodann wurde das Enzym nach Einengen der Flüssigkeit auf 150 ccm und Ver- 
mischen mit ebensoviel Alkohol bei schwach ammoniakalischer Reaktion durch 0,5 g 
Aluminiumhydroxyd adsorbiert und aus der Tonerde mit 150 ccm "/50-Essigsäure 
unter Zusatz von 40 mg Ammonsulfat eluiert. In der Mutterlauge waren 97 Einh. 
hinterbHeben. Die Elution enthielt: 

a) nach der Gelatinemethode, wobei 5 ccm Elution mit 0,4 g Gelatine in i Stunde 
Hydrolyse entsprechend 1,26 ccm ^/5-KOH ergaben, 240 Einh. ; 

b) nach der Bestimmung mit Fibrin 260 Einh., da 7,5 ccm Elution von 0,5 g 
Fibrin in i Stunde 0,237 S auf lösten. 

Für weitere Fraktionierungsversuche diente Papain, dessen Reinheitsgrad durch 
Altern bei Gegenwart von Blausäure und [178] darauffolgende Fällung mit Alkohol 
auf etwa das Doppelte (2,273 g enthielten 4320 Einh.) gestiegen war. Die Tab. 7 ver- 
zeichnet vier Beispiele, in denen das Papain aus ammoniakhaltiger wäßriger oder wein- 
geistiger Eösung zum großen Teile adsorbiert wurde. Die sofort mit “/50-Essigsäure 
gewonnenen Elutionen ließen bei der vergleichenden Bestimmung mit Fibrin und 
Gelatine keine Verschiebung des Wirkungsverhältnisses erkennen. Auch bei der Enzym- 
zerstörung, der solche Elutionen im kaufe einiger Tage oder Wochen anheimfielen, 
verminderte sich ihre Wirkung auf die verschiedenen Substrate gleichmäßig. In einigen 
solchen Fällen zogen wir die Peptonhydrolyse zum Vergleich heran; die Grenzen der 
Genauigkeit waren hier (vgl. Nr. 4 der Tab. 7) zwar etwas weiter, aber aus den ver- 
schiedenen proteolytischen Wirkungen gingen immer ungefähr übereinstimmende 
Enzymmengen hervor. 


Tabelle 7. 

Papainwirkung auf verschiedene Substrate nach der Adsorption aus aiuoniaka- 

lischer bösung. 


Nr. 

Angewandt 

Papaiu- 

Eioli. 

Ver- 

dünnung 

(ccm) 

Tonerde 

Angewandte l,ösuiig 

Einh. in 
d. Restl. 

Einh. in der Elution best, 
nach der Wirkung auf 


(ä) 

(Gelatine) 

Fibrin | 

Gelatine 

Pepton 

I 

goo 

i 400 

1 3.32 

11/20 -ammoii. 

— 

424 ; 

446 


2 

1000 

1 250 

' 0,50 

schwach atnnion. 

— 

612 

620 

— 

3 

600 

128 

0,102 

schwach ammon. 
i 50% alkoholisch 

39 

— 1 

270 

— 





bestimmt nach 2 Tagen 

— 

I31 

III 






„ 3 

— 

102 

i 

— 

4 

900 

192 

0,152 

schwach ammon., 

50 % alkoholisch 

53 

356 

350 

— 





: bestimmt nach 2 Tagen 

— 

285 

27s 

260 ± 20 





■ „6 

— 

219 

225 

190 i 30 





! ,, 13 M 

— 

135 

85 

128 ± 30 


Im Gegensatz zum Papain wird die Kürbisprotease, deren Adsorptionsverhalten 
wir in der zweiten Abhandlung dieser [179] Reihe beschrieben habend, aus saurer kösung 
leicht, aus ammoniakalischer schlecht adsorbiert. In einem Versuche, bei dem wir 12 ccm 
eines konzentrierten Kürbissaftes in schwach ammoniakalischer kösung mit 0,243 g 

^ Diese Zs. (im Druck). 
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AI2O3 behandelten, fanden wir das Wirkungsvermögen der Restlösung gegenüber den 
beiden Substraten Fibrin und Pepton unverändert. 2 ccm des angewandten Saftes 
lösten nämlich von 0,546 g Fibrin in i Stunde 0,214 g, sind 40 % ; die Adsorptions- 
restlösung ergab dagegen eine Auflösung von 0,221 g, d. i. 41 %. Bei der Messung der 
Feptonhydrolyse (0,4 g Pepton , ^»3 i 20 Stunden) bewirkten 3,2 ccm desvSaftes eine 
Hydrolyse entsprechend 2,00 ccm, die Restlösung ergab einen Aciditätszuwaclis ent- 
.sprechend 2,03 ccm "/5-KOH. Es besteht also auch hier kein Anlaß, die Spaltung der 
beiden Substrate auf die Wirkung verschiedener, durch ihr Adsorptionsverhalteu in 
saurer Lösung unterscheidbarer Enzynikomponenten zurückzuführen. 

Kaolin. Die Reaktion des Mediums hat auf die Adsorption des Papains in diesem 
Falle wenig Einfluß. Die Behandlung von 0,1196 g vorgereinigten Papains (225 Einh.) 
in 65 ccm neutraler Lösung mit i g Kaolin nahm über t/5 des Enzyms fort, Die Rest- 
lösung analysierten wir nach drei Methoden mit übereinstimmenden Ergebnissen. 

a) Mit Gelatine. 4 ccm Restlösimg bewirkten mit 0.4 g Gelatine in i vStunde eine mit 
0,85 ccm «/5-KOH gemessene Spaltung. Hiernach betrug der lüizyniwert der Kestläsung 37 Kinli. 

b) Mit Pepton. 2 ccm Restlösung ergaben mit 0,4 g Pepton in i Stunde Spaltung ent- 
sprechend 0,32 ccm '1/5-KOH. Demnach Kiizymwert 40 Einh. 

c) Mit Fibrin. 4 ccm Rcstlösung bewirkten in i Stunde die Auflösung voii 0,087, d. i. 17% 
Fibrin, entsprechend einem Gehalt der ganzen Flüssigkeit von 37 Einh. 

Fibrin. Dieses vermag, was schon A. Wurtz^ gefunden hat, Papain zu adsor- 
bieren, wie sich auch Trypsin und Pepsin nach den späteren Beobachtungen von 
M. Jacoby^ auf Fibrinflocken fixieren und crstercs durch Salzsäure, das letztere durch 
[180] Soda wieder ablÖsen läßt. Wenn der Succus Caricae l^apayae ein Gemisch \’on 
Proteasen enthielte, so könnte die Adsorption an Fibrin wohl für das fibrinlösende 
Enzym auswählend sein, so daß sich in der Restlösung die gelatine- und peptonspaltende 
Komponente anreichern würde. Unsere Untersuchung hat dafür keine Anhaltspunkte 
erbracht. 

Die Fibrinadsorption des Papains ist ähnlich von der Reaktion abhängig wie die 
Tonerdeadsorption. Der Adsorptionswert, das heißt die Zahl der von i g feinst gepuL 
vertem Fibrin (Siebeinsatz 16) adsorbierten Papaineinheiten, ist, wie die Tab. 8 zeigt, 
bei Anw^endung ammoniakaüscher Lösungen höher (z. B. 278) als mit sauren (z. B. 104). 


Tabelle 8. 

Adsorption des Papains durch Fibrin. 

(Angewandt 200 Einlieiten, Gesamtvolumen bei der Adsorption 33 ccm.) 


N'r, 

i 

Angewandte Enzymlüsung 

1 

Fibrin 

Einh. i, d. Rest- : 
; lös. (best. n. d. 
Wirkung auf | 
Gelatine) ' 

Adsorp- 1 
tiensgrad ^ 

% : 

! Acls(*rp- 
tionswett 

I ! 

: n/20-essigsauer 

0,500 

! 148 1 

26 

104 

2 

neutral i 

0,062 

i 180 i 

10 

323 

3 1 

i desgl. 

0.250 

127 

^ 36 

290 

4 ! 

desgl. 

0,500 

115 

42 

170 

5 

desgl. 

2,000 

62 

69 

69 

6 

neutral, 50 % alkoholisch ( 

0,500 

91 

54 

1 218 

7 1 

n/20-NH3 

0,500 

61 

70 

t 278 


^ C.R. Bd.pi.S. 787 [1880]; Bd. 93, vS. 1104 [1881]. 3 Biochem. Zs. Bd. 2, S. 144 247 [190/]- 
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Aus den Hbrinadsorbaten wird das Papain von sehr verd ünn ter Essigsäure eluiert, 
allerdings bei dem erforderlichen raschen Arbeiten in der Kälte nur mit schlechter 
Ausbeute. Beispielsweise adsorbierten 0,25 g Fibrin aus 7ro -NH3-Iyösung des Papains 
ungefähr der angewandten 200 Einh. Darauf erfolgte die Elution durch 35 ccm 
720-Essigsäure während 5 Minuten bei 0 Die neutralisierte Elution enthielt dann 
[181] a) gemäß der Gelatinespaltung 16 rb 3 Einheiten ; 2 ccm Elution bewirkten 
in I Stunde Hydrolyse entsprechend 0,58 ccni “/5-KOH, 

b) nach der Wirkung auf Fibrin 16,5 i i Einheiten ; 3 ccm Elution lösten näm- 
lich in I Stunde 0,059 i- ^2 % Fibrin. 

Auch die Restlösung wirkte auf die beiden Substrate etwa gleichmäßig. In einem 
Versuche (adsorbiert aus ammoniakalischer Eösung) differierten allerdings die beiden 
Bestimmungen beträchtlich (mit Gelatine gefunden 85 d:; 8 Einh., mit Fibrin gefunden 
56 ± 2 Einh.), in einem folgenden Versuch (Adsorption aus fast neutraler, eher schwach 
saurer Dösung) war die Übereinstimmung scharf: 

a) nach der Gelatinemethode : 2 ccm Restlösung bewirkten in i Stunde Spaltung 
entsprechend 1,41 ccm "/5-KOH, demnach Gehalt der ganzen Eösung 105 Einheiten; 

b) mit Fibrin bestimmt : i ccm Restlösung ergab in i Stunde Auflösung von 
0,099 g, 20% Fibrin; daraus ergab sich ein Gehalt von 102 Einh. 

Es ist möglich, daß durch die auch bei raschem Adsorbieren an Fibrin entstehen- 
den Abbauprodukte, die in die Restlösung übergehen, die Auflösung des Fibrins bei 
der Analyse gehemmt wird, und zwar mehr als die Gelatinespaltung. Wir beobachteten 
in der Tat mit einer in 30 Minuten aus Fibrin gewonnenen Üösung, daß sie den Wert 
von 15 Papaineinheiten auf 12,5 herabdrückte bei der Gelatinemethode, aber auf 
9,5 Einheiten bei der Analyse mit Fibrin. 

Hemmung durch Natriumfluorid. 

Nach den Angaben von S. H. Vines ^ sollen die von ihm angenommenen beiden 
Enzymkomponenten sich auch dadurch unterscheiden, daß nur die peptonspaltende, 
nicht aber die peptonbildende durch Fluorid gehemmt werde. Ein solcher Befund 
dürfte aber kaum hinreichen, um die Wirkung auf die beiden Substrate verschiedenen 
Enzymen zuzuschreiben. Nach [182] unseren Versuchsergebnissen wird jedoch die 
Peptonhydrolyse des Papains durch Fluorid überhaupt nicht beeinflußt. So fanden 
wir bei Anwesenheit von Blausäure gleiche Spaltungsbeträge in Gegenwart und in 
Abwesenheit von Fluorid (4 mg Papain ergaben mit 0,4 g Pepton und 5 mg Blausäure 
bei = ^,0 in Stunden bei 40 a) ohne Fluoridzusatz Spaltung entsprechend 0,71 ccm, 
b) mit 12 mg NaF Spaltung entsprechend 0,75 ccm “/5-KOH; ohne Blausäure ergab sich 
mit und ohne Fluorid keinerlei Spaltung) . Die Fibrinauflösung durch Papain— Blausäure 
wmrde jedoch bei Gegenwart von Fluorid merklich gehemmt: so lösten 6 mg Papain 
von 500 mg Fibrin bei Gegenwart von 6 mg HCN in i Stunde bei 40 ® a) ohne Zusatz : 
0,185g = 37 b) iiiit i5nig NaF: 0,147 g = 29%, c) mit 300mg NaF: 0,140g = 28%. 

^ Annalsof BotanyBd. 17, S. 597, und zwar S.602 [1903]; Bd, 19, S. 17 1, und zwar S. 174 [1905]. 
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122. UBER DIE PROTEASEN DER HEFE. 

Von Richard Willstätter und Wolfgang Grassmann. 

Sechste Abhandlung über pflanzliche Proteasen, 

(]^Gtteilul^g aus dem Chemischen Laboratoriimi der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

Mit 5 Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am i. Januar 19:26.) 

Einleitung. 

Unsere Untersuchung greift die Aufgabe an, die Proteasen der Hefe mit denen 
der höheren Pflanzen und der Tiere in bezug auf Spezifität, Wirkungsoptima und Ad- 
sorptionsverhalten zu vergleichen. Den Gehalt der Hefe an proteolytischen Enzymen 
und die Vorgänge bei der Hefeautolyse haben in grundlegenden Arbeiten zuerst M. Hahn 
und E- Geret^ dann umfassend und eindringend K. G. Uerney^ untersucht und wei- 
terhin sincJ die verwickelten Verhältnisse der proteolytischen Wirkungen in den Arbeiten 
von E. Abderhaeden und A. Eodor^ behandelt w’orden. Dernby berichtet ausführ- 
lich über die frühere Eiteratur und faßt seine Kritik in folgenden Sätzen zusammen: 
,,Man hat nicht nachgeforscht, welche [251] proteolytischen Enzyme in der Hefe vor- 
handen sind und in welcher Beziehung diese zur Autolyse stehen. Man hat nicht 
den Zusammenhang zwischen Wasserstof fionenkonzentration und Autolyse Vorgang 
festgestellt.“ Indem Dernby unter dem Einfluß der Erkenntnisse von S. P. E- Sören- 
SEN und von E. Michaelis die Abhängigkeit der Enzymreaktion von der Wasserstoff- 
zahl berücksichtigt, kommt er zu dem Ergebnis, daß in der Hefe, in ihren Preßsäften 
und Autolysaten ein Gemisch von folgenden drei Enzymen vorliege: 

„Das Hefepepsin spaltet genuine Eiweißstoffe zu Peptonen, aber nicht weiter, und 
die optimale Wasserstoffionenkonzentration für diese Reaktion liegt bei — 4,5. 

Die Hefetryptase vermag weder Eieralbumin noch das Hefeeiweiß zu spalten, ver- 
daut aber glatt Gelatine, Casein und Wittepepton. Das Enzym vermag jedoch nicht, 

‘ Chem. Ber. Bd. 31. S. 200 u. 202 [1898]; Zs. Biol. Bd. 60, S. 1 17 [1900]; ferner in E. u, II. 
Büchner und M. Hahn, ,,Die Zjmiasegärung'", München 1903, S. 287. 

^ Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107 [1917]. 

5 Fermentf. Bd. i, S. 433 [1916]; Bd. 2 , S. 74, 151, 211, 225 [1918—1919]; Bd, 3. S. 193 
[1920]; Bd. 4, S. 191, 209 [1921]. 
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diese Stoffe vollständig zu Aminosäuren abzubauen. Das Optimum der Wasserstoff- 
ionenkonzentration liegt bei 

Die Hefeereptase endlich ist dem Erepsin des Darmsaftes sehr ähnlich und spaltet 
rasch einfache Peptide zu Aminosäuren. Die optimale Wasserstoffkonzentration liegt 
bei = 7.8'“ 

Die untenstehende Figur nach Dernby veranschaulicht die Abhängigkeit dieser 
drei einzelnen Enzymwirkungen von der Wasserstoffzahl und das Zusammenwirken 
der drei Komponenten bei der Autolyse. 

Diese Auffassung schließt die Ergebnisse des englischen Botanikers S. H. Vines ^ 
ein, der ähnlich wie bei den Proteasen höherer Pflanzen auch bei der Hefe zwei Ver- 
dauungsvorgänge unterschied : die Auflösung von Fibrinflocken und die Spaltung von 
Wittepeptonen. Vines führte die beiden Hydrolysen auf zwei verschiedene Proteasen 
zurück, wovon die eine, peptonspaltend, in Wasser leicht löslich, die andere, pepton- 
bildend, in 2proz. Kochsalzlösung leichter löslich sein sollte. Die Vinessche kehre von 
der Zusammensetzung der [252] Pflanzenproteasen ist in der 5. Abhandlung dieser 
Reihe behandelt worden ; sie hat der Nachprüfung mit besseren analytischen Methoden 
nicht standgehalten. Es wurde dort nachgewiesen, daß eine einzige pflanzliche Pro- 
tease sowohl Fibrin zu peptonisieren wie Pepton weiter zu hydrolysieren vermag. Das- 
selbe trifft für das tryptische Enzym der Hefe zu. Hinsichtlich des Erepsins der Hefe, 



Abb. I . Aktivitäts-^H-Kurve der 3 Hefeproteasen nach Dkrnby 
(Abb. 5 der Abhandl. von Hernby, a. a. O, S. 132.) 

das mit der peptonspaltenden sogenannten Ereptase von Vines nichts gemein hat und 
das dem Darm- und Pankreaserepsin ähnlich ist, stimmen unsere Beobachtungen mit 
den Annahmen von K. G. Dernby überein, abweichend sind unsere Ergebnisse hin- 
sichtlich der beiden anderen Proteasen. 

Die an erepsinfreiem Material beobachteten Wirkungen auf Gelatine, Pepton und 
denaturiertes Eieralbumin sind auf ein einziges Enzym zurückzuführen, dessen Wir- 
kungsoptimum, anders als bei tierischem Trypsin, bei ~ 5 bis 6 liegt, vielleicht wie 
bei Papain mit den isoelektrischen Bereichen der Substrate wechselnd. Genuines Eier- 
^ Amials of Botany Bd. 17, S. 237 [1903]; Bd. 19, S. 171 [1905]; Bd. 23, S. i [1909]. 




über die Proteasen der Hefe. 


1609 

albumin vermag es nicht zu spalten, wie auch den Angaben von Dernby, welche die 
Analogie zum tierischen Pepsin zu sehr in den Vordergrund stellen, nur Beobachtungen 
mit Eieralbuniin, das dtirch Säurewirkung verändert wird, zugrunde lagen; andererseits 
greift es [253] Dipeptide nicht an. Die Protease vermag in der Tat bei saurer Reaktion 
(optimal bei = 5 bis 5,8) Peptone zu spalten, während nach Dernby die in sauerer 
Lösung wirkende pepsinartige Komponente nicht imstande sein soll, über die Pepton- 
stufe hinaus zu hydrolysieren. Der Wirkungsbereich des Hefetrypsins, der sich von 
denaturierten, hochmolekularen Substraten wie Fibrin und Gelatine über Albumiu- 
pei)ton hinaus erstreckt, entspricht also der Spezifität pflanzlicher TrAy)tasen, z. B. 
des aktivierten Papains. Der aktivierenden Wirkung des Cyanwasserstoffs nnterliegt 
die Hefeprotease in den bisher geprüften Reinheitszuständen nicht. 

Die abweichenden Befunde von Dernby über die /jji-Optima versuchen wir im 
experimentellen Teil zu erklären. Ks wird geprüft, ob nicht bei der Trypsinbestimmung 
durch Gelatineverflüssigung die Gegenwart des Erepsins von Einfluß sein kann, ob 
nicht ein zweites Optimum dadurch vorgetäuscht werden kann, und ferner, ob nicht 
auch an dem etwas zu weit im sauren Gebiet liegenden Optimum die Ausführung des 
Verfahrens der Gelatineverflüssigung die Schuld tragen kann. 

Die genaue Bestimmung des Spezifitätsbeieiches und der Abhängigkeit hängt 
davon ab, daß die einzelnen Komponenten eines Proteasengeniischcs von einander ge- 
trennt und enzymatisch einheitlich untersucht werden. Eine teilweise Treiimmg ge- 
lingt auf Grund des großen Unterschiedes in der Beständigkeit der Hefeprotcasen. Beim 
Altern der Autolysate fällt nämlich das Erepsin der Zerstörung anheim, während das 
Trypsin erhalten bleibt. Vorn Invertin der Hefe läßt sich die Protease durch ein im 
felgenden beschriebenes Verfahren der Adsorption an Hefeeiweiß abtrennen. Aber auch 
die Auflösung des Proteasengemisches läßt sich ohne Zerstörung der einen Kompo- 
nente durch Tonerdeadsorption erzielen. 

Die Adsorptionsmethode hat vor kurzem zu dem Erfolg geführt, daß sich auch 
einander so nahestehende Enzyme quantitativ scheiden lassen. Dies ist E. Wald- 
SCHMIDT-LeiTz und A. Harteneck^ bei den pankreatischen Proteasen [254] geglückt, 
wovon die tryptische Komponente durch Tonerde bekanntlich sehr wenig, die erep- 
tisebe hingegen leicht adsorbierbar ist. Die Kenntnis von der Spezifität dieser proteo- 
lytischen Enzyme ist durch ihre Trennung in entscheidender Weise gefördert worden. 
Ähnlich ist bei zuckerspaltenden Enzymen, den in Hefeautolysaten vorkommcnden 
Gemischen von Saccharase und Maltase, die Trennung durch Tonerdeadsorption aus- 
geführt worden . Auch bei den Proteasen der Hefe zeigen sich solche Unterschiede in 
der Adsorbierbarkeit, und zwar wird das Hefetrypsin im Gegensatz zum tierischen 
Trypsin durch Tonerde leichter adsorbiert, die ereptische Komponente dagegen schwie- 
riger. Der quantitative Unterscliied läßt sich zur vollständigen Trennung der beiden 
proteolytisclien Enzyme ausnützen, von denen das eine in reinem Zustand ohne Wir- 

' Diese Zs. Bd. 147, S. 286 [1925] und Bd. 149, vS. 203 [1925I 10g und iio). 

') R.WlUySTÄTTERund E. Bamann, VII. Abh. über Maltase, Diese Zs. Bd. 151, S.273 [1925/26]. 
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kung auf keucylglycin, das andere unwirksam gegen Gelatine ist. Das so Erreichte 
wird die Grundlage für eine vollkommenere Beschreibimg der einzelnen Hefeproteasen 
bilden. 

Experimenteller Teil. 

I. pH“Abhängigkeit der Hefeproteasen; Bestimmungsmethoden. 

I. Die tryptische Wirkung auf Gelatine. 

Die beiden Maxima der Gelatinespaltung nach Dernby liegen bei = 4,5 und 7,1, 
das erstere einem Pepsin, das zweite einem Trypsin zugeschrieben. Eür die Bestimmung 
dieser Abhängigkeit diente das Verfahren der Gelatineverflüssigung von Cl. Fekmi^ 
mit den Verbesserungen von S. PaeitzsCH und L. Walbum^ Eine Fehlerquelle be- 
deutet die Anwendung ereptisch wirksamen Enzymmaterials. Es ist mögHch, daß eine 
indirekte Erepsinwirkimg, Beseitigung hemmend wirkender Peptide, in der Hähe des 
Neutralpunktes die Gelatinespaltung unterstützt, so daß sich das Maximum bei =7,1 
infolge der vereinigten Wirkung von gelatine- und peptidspaltendem Enzym ergibt. 
[255] Das andere Optimum könnte etwas zu weit im sauren Gebiet gefunden sein, 
weil Dernby, abweichend von der Arbeitsweise von PautzsCh und Waebum die Neu- 
trahsation des Verdauungsgemisches vor der Prüfung auf Erstarrung unterließ. Nach 
den genauen Versuchen von J. Loeb^) steigt die Viscosität einer erwärmten und rasch 
auf 20° abgekühlten Gelatinelösung nur beim isoelektrischen Punkt rasch bis zur 
völhgen Erstarrung an, bei stärker saurer Reaktion aber langsamer, ohne daß völlige 
Erstarrung erreicht wird. Die sauren Mischungen von Dernby dürften also nach be- 
gonnener Verdauung, wenn auch nicht bei den Kontrollversuchen ohne Hydrolyse, 
hinsichtlich der Erstarrung etwas benachteiligt gewesen sein, so daß sich das Optimum 
etwas zu weit im sauren Gebiet zeigte. 

Unsere den Carboxylzuwachs erfassende Bestimmungsweise hat die Abwesenheit 
von Erepsin zur notwendigen Voraussetzung, da sonst das Optimum zum alkalischen 
Gebiet hin verschoben wird. Wenn wir die Abhängigkeit zunächst bei einem frischen, 
also erepsinhaltigen Hefeautolysat untersuchen, so führt die Kombination von erep- 
tischer mit tryptischer Wirkung zu einem scheinbaren Optimum nahe dem Neutral- 
punkt, bei etwa “ ^>5- 

Das angewandte, einen Tag alte Autolysat enthielt gemäß der Bestimmung mit Tyeucyl- 
glycin in i ccm 0,81 Einheiten {o,S ccm bewirkten in i Stunde Spaltung entsprechend 1,15 ccm 
Vs-KOH). 

Wirkung von 2 ccm Autolysat auf 0,6 g Gelatine mit i ccm “/3-Monophosphat‘Citronen- 
säureinischung mit wechselndem Zusatz von NH3; 40“; 24 Stunden. 


Zusatz vou 

jjh des Versuchs- 

Spaltung entsprechend 

2,5 ti-NH, (ccm) 

ausat^es 

ccm n/5-KOH 

0,04 

4,2 

~o,oi (erstarrt völlig) 

0,25 

5.2 

0.39 

0,46 

6,5 

0,76 

0,65 

8.5 

0,03 


* Arch. f. Hygiene Bd. 12, S. 240 [1891]. 

3 Biochem. Zs. Bd. 47, S. i, und zwar S. 5 [1912]. 

') „Die Eiweißkörper und die Theorie der kolloidalen Erscheinungen“, deutsche Angabe, 
Berlin 1924, S. 227. 
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[256] Für die folgenden in der Tab. i und Abb. 2 vereinigten Versuche dienten erstens 
ein Trockenpräparat von sehr schwacher ereptischer Wirksamkeit (etwa 200nial 
schwächer als beim soeben erwähnten Autolysat), aus einem über einen Monat alten 
Neutralautolysat durch Aceton gefällt; zwei- 
tens ein fünf Monate altes, daher ebenfalls 
ereptisch wenig wirksames Neutralautolysat. 

Das Optimum liegt nach dem ersten Ver- 
suche bei ~ 5,2, nach dem zweiten bei 
5,g bis 6,5. Außer dem Fehler, den schon 
geringe Beimischungen von Erepsin bedingen 
können, sind wahrscheinlich noch Einflüsse 
von Begleitstoffen, sei es, daß sie aktivierend 
oder hemmend wirken, in Betracht zu ziehen. 

Die /jjj'-^bhängigkeit wird sich erst nach der 
Reinigung des Enzyms mittels der Adsorp- 
tionsmethode genauer bestimmen lassen. 
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Abb. 2. /jh -A bhängigkeit der Gelatiiiespal- 
tung flurch sehr e repsin arm e.s, aber noch un- 
reines Hefetrypsin. 


Ha die in unseren vorangegangenen Arbeiten verwendeten 1‘liosphat-Citratpuffer für alka- 
lische Reaktion nicht genügen, ersetzen wir das Alkali durch NH3, niu noch die Wirkung des 
Ammonsalz-Ammoniakgetnisches auszunützen. Her llereieh unseres Aninionphosphat-Citrat* 
puffers erstreckt sich von < 3 bis über 10. Zur Herstellung eines solchen Puffers werden in 
500 ccm gelöst: 

“1/6 = 22,6 g KHjPO^ und 

ui/6 35^7 g Citronensäure mit i Mol HzO . 

Diese stark sauere Staniinlösung wird mit wechselnden Mengen NH^ auf die gewünschte 
Acidität eingestellt. Die durch die Zusätze [257] von 2,5 n-NHj auf 5 ccm Stammlösung erreichten 
Wasserstoffzahlen ergeben sich aus folgender Zusammenstellung: 


ccm 2,i;n-NH3 . . . 0,77 1,2 1,7 2.3 2,0 3,8 

• 3^5 4.5 5.5 6,5 8,3 9.3 


Tabelle i. 

Gelatinespaltung durch erepsinarme Hefeprotease bei wechselnden pn. 
{Angewandt i. 60 mg, 2. 2 ccm Rnzympräparat, 0,6 g Gelatine, 1 ccm 111/3 -Citronensäure- Pliosphat- 
mischiing in 10 ccm; 24 Stunden, 40°.) 


Zusatz 

Pjj des Versuclisansatzcs 

Spaltung (ccm n/5-KOH) 

(ccm. 2,5 n-yiTa) 

ZU Bcj^iTin j 

am Gnde 

Versuch I 

Versuch 2 

0,0 

4,0 1 

, 4.0 

0,39 

0,00 

0,16 

4.5 

4.5 

0.94 

; — 

0,22 

4.7 

4,8 

1,29 

— 

0,28 

5.2 

5,2 

r,S3 

0,64 

0.36 

5.8 

5,9 

1,30 

0,79 

0,45 

6.5 

6,5 

0,78 

0,79 

0,60 

7.6 

7.5 

0,18 

0,66 

0,65 

8,3 

8,2 

0,1.5 

0,27 

1,6 ccm m/5-Dma- 




o" 

eo 

d 

triumcitrat allein 

5.1 

5.3 

1,50; 1,41 


Die quantitative Bestimmung des gelatinespaltenden Enzyms gelegentlich 
der Darstellung und Verarbeitung von Hefeautolysaten beruht auf den Versuchen der 
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Tab. 2 und der Abb. 3 über den zeitlichen Verlauf der Gelatinespaltung mit wechseln- 
den Enzymmengen im Bereich von i ; 16. Die Bnzymmengen und Umsatzzeiten 
für gleiche Spaltung erweisen sich innerhalb der Fehlergrenzen als umgekehrt propor- 
tional, wenigstens für größere und mittlere Spaltungsbeträge. 

Die günstige Reaktion wird mit reinem Citratpuffer, der wegen des bedeutend 
schärferen Umschlags den Vorzug verdient, eingestellt, nämlich = 5 i sie verschiebt 
sich während der Spaltung auf ^ 5,3. Der Verlauf der Hydrolyse wurde durch die 
in unserem Uaboratorium übliche Titration in alkoholischer Uösung in Proben nach 3, 6 
und 24 Stunden ermittelt ; dagegen sind die in der Tabelle verzeichneten Werte [258] für 
12 Stunden interpoliert, was bei dem fast linearen Reaktionsverlauf ohne großen Fehler 
möglich ist. Die angewandten Enzymmengen von 18,7 bis 300 mg Trockenpräparat 
(von Versuch i der Tab. i) wurden mit dem Dinatriumcitrat und mit 30 ccm iproz. 
Gelatinelösung von 40 versetzt; nach Auffüllen auf 50 ccm beobachtete man im 
Thermostaten von 40 ° die Hydrolyse durch Titration von 10 ccm-Proben. 

Tabelle 2. 

Zeitlicher Verlauf der Gelatinehydrolyse durch verschiedene Mengen des erepsin- 

armen Hcfetrypsiiis. 

(0,6 g Gelatine, 1,6 ccm m/5-Dinatriiuncitrat, /?h = 5.0 in 10 ccm; 40 


Spaltimgszeit 

1 Spaltung (ccm n/g-KOH) hew. 

durch mg Knzympmp. 

in Stunden 

3>75 1 


' 15,0 1 

30, u 

1 6ü,o 

3 

' — 

' 

0,07 

0,16 

0,32 

6 

0,06 

1 0,16 

0,18 

0.33 

0.53 

(12 

^>^3 \ 

0.21 

0,31 

0,52 

I 0,87) 

24 

, 

! o >35 

1 0,51 

0,83 

i 1.41 ; 1.50 



Emym. 

Abb. 3. Eiizymiuenge und Umsatz bei der Gelatinespaltung durch Hefetrypsin. 

Die praktische Bestimmung des Enzyms, z. B. in präparativen Versuchen, ge- 
schieht zweckmäßig mit der Beobachtungszeit von 24 Stunden gemäß der in Abb, 3 
dargestellten Beziehung zwischen Enzymmenge und Umsatz. Zur Erzielung [259] an- 
sehnlicher Spaltungen (z. B. i ccm "/s-KOH für die 10 ccm-Probe) braucht man im 
allgemeinen große Mengen der Hefeauszüge; wir verwenden für den Ansatz von 50 ccm 
zwischen 4 und 12 ccm eines mit einem Teil Hefe und einem Teil Wasser gewonnenen 
Autolysates. Im frischen Autolysat ist während 24 Stunden die Selbstspaltung des 
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proteinhaltigenHnzymmaterials schon beträchtlich, z. B, entsprechend 0,20 bis 0,25 ccm 
/ 5-KOH. Dieser Wert ist ini Kontrollversuch zu ermitteln und von der beobachteten 
Spaltung abzuziehen. Die gefundenen Enzymmengen sind, wie ans den Versuchen 
des vierten Absclmittes über Steigerung der proteolytischen Wirksamkeit beim Altern 
hervorgeht, nur scheinbare. Es ist dennoch von Nutzen, in vorläufiger Weise eine 
(scheinbare) Mengeneinheit des tryptischen Enzyms in bezug auf (kdatinespaltung cin- 
zuführen, nämlich 100 mg des der Abb. 2 und 3 zugrundeliegenden Trockenpräparates; 
I mg davon entspricht etwa 10 mg Hefetrockengewicht. 

Außer auf Gelatine wirkt die beschriebene Protease auch auf Eibrin ein, aber nicht 
auf Eieralbumin, nicht einmal auf das schon getrocknete käufliche Material. Für die 
Albuminspaltung, die K. G. Dernby bei wechselndem gemessen, war das Substrat 
ein stark verändertes, sogenanntes Acidalbumin. Inir unsere Versuche diente Kahl- 
baumsches Präparat, das nur zu 70 % in Wasser löslich war. Vom ungelösten Anteil 
wurde abfiltriert und der Gehalt der hösung durch Trocknung bestimmt. Auf die Jvö- 
sung von i g Albumin mit 5 ccm *"/3-Phosphat- oder ‘75'Citratpuffcr ließen wir im 
Volumen von 50 ccm bei 40° 15 ccm Hefeneutralautolysat von normalem Spaltung.s- 
vermögen für Pepton einwirken. Die Titration von 5 ccm-Proben ergab keine oder 
kleine Ausschläge und kein Fort schreiten von 48 bis 96 vStuiiden. Bei p^^ 3, ein- 

gestellt mit Citrat— Salzsäuremischung, verwandelte sich die Lösung in eine Gallerte, 
die sich nicht mehr fehlerfrei titrieren ließ (gefunden nach 48 Stunden o i 0,2 ccm). 

Nach 16 48 96 Stunden 

= 6,5 (Phosph.) . . 0.0 1 0,17 0,14 ccm «/^-KOII 

(Citr.) .... —0,02 —0,02 0.04; 0,05 ccm 

[260] 2. Die tryp tische Wirkung auf Albuminpeptonc. 

Nach der Auffassung von K. G. Dernby sollen an der Peptonhydrolysc zw’ci Hcfc- 
enzyme beteiligt sein; ein tryptisches mit optimalem p^^ von 7,0 und ein erepti.sches 
mit optimalem py^ von 7,8. Danach wäre jq 
je nach dem Mischungsverhältnis sol- 
cher Komponenten des Enzymgemisches 
die maximale Peptonspaltung zwischen ^ 

= 7 » erwarten. Damit 

stimmen indessen die Beobachtungen ^ 

durchaus nicht überein. Schon die maxi- ^ , 

1,0 

male Spaltung nach Dernby bei = 6,8 
bis 6,9 steht nicht gut im Einklang mit 
seiner Erklärung und unsere Versuche mit 

Hefeautolysaten, die ereptisch wirksam 
. ^ . Abb. 4. pH-Abliängigkeit der Pcpton.spaltung 

smd, weisen das Optimum noch weiter im durch erepsinarmes Hefetrypsin. 

sauren Gebiete auf, nämHch bei A. = 6 , 5 . 

Die Bestimmungen mit fast erepsinfreiem Enzymmaterial, die in der folgenden 
Tab. 3 und in der Abb. 4 wiedergegeben sind, erweisen nun das Optimum der 
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Spaltung bei 5,2 in 2proz. und bei 5,5 in 6proz. Peptonlösungen. Die 
Abhängigkeitskurve fällt nach der saueren Seite ziemlich steil ab, nach der alkalischen 
flach, besonders bei höheren Substratkonzentrationen. Der Verlauf der Kurve ist un- 
abhängig von der Spaltungsdauer (8 bis 24 Stunden). Das auf Pepton im saueren Ge- 
biet wirkende tryptische Hefeenzym ist gewissen Pflanzenproteasen wie dem Papain 
ähnlich. In der dritten Abhandlung dieser Reihe beschrieben wir hinsichtlich der Ab- 
hängigkeit jener Proteasen [261] von der Wasserstoffzahl den P'all, daß die Hydro- 
lysenoptima mit den isoclektrischen Bereichen der Substrate zusammenfallen. Die 
Proteasen aus Carica' Papaya und aus Ananas spalten nämlich Albuminpepton optimal 
bei />jj = 5,0; das Ananasenzym ist am Neutralpunkt schon nahezu unwirksam, 
während beim Papain der Abfall nach der alkalischen Seite flach ist. In dieser Hinsicht 
steht das Hefetrypsin dem Papain nahe, nämlich dem durch Blausäure aktivierten. 

Die Peptonhydrolyse bei optimalem der Trypsinbestimmung zugrunde zu legen, 
zögerten wir noch, weil es zwar nach dem Vergleich mit tierischem Erepsin wahrschein- 
lich, aber noch nicht erwiesen ist, daß die ereptische Komponente nicht ebenfalls auf 
Pepton einwirkt. Deshalb ziehen wir die Gelatinespaltung für die Analyse vor, obwohl 
die Ausschläge geringer sind und die Titration schwieriger. Ehe aber die Existenz eines 
besonderen Erepsins erwiesen w^ar, waren allerdings viele Autolysate durch ihre Wirkung 
auf Pepton analysiert worden, und zwar auf Grund der Bestinmmng der optimalen 
Wasserstoffzahl mit noch erepsinhaltigem Enzymmaterial bei p^ = 6,5. Unter diesen 
Umständen wirkt das Hefetrypsin um etwa 20 % schwächer als beim Optimum. Die 
Bestimmung beruht auf der folgenden, mit einem 7 Monate alten, daher praktisch erep- 
sinfreien Autolysate ermittelten Beziehung zwischen Enzymmenge und Spaltungsgrad. 
Als vorläufige Einheit nach der Wirkung auf Pepton wird unten gelegentlich diejenige 
Enzymmenge bezeichnet, die unter den Bedingungen dieses Versuches einem Kubik- 
zentimeter des hier angewandten Autolysates in der Wirkung gleichkommt; wir be- 
absichtigen aber nicht, diese Einheit weiterhin zu verwenden. 


0,2 g Pepton mit i ccm “1/3-Phosphat von = 6.$ in 10 ccm; 40°, 24 Stunden. 

Knzymmenge (ccm Autolysat) .... 0,50 1,0 2,0 4,0 

Spaltung entsprechend ccm 2,66 3,20 4,18 4,48 

Bei der geringen Acidität könnte sich beigemischtes Erepsin stärker geltend machen 
als in dem für das Trypsin günstigeren, stärker saueren Bereiche. Aber der mögliche Fehler 
hat sich bei der Untersuchung der Autolysate kaum [262] bemerkbar gemacht. Eine grö- 
ßere Zahl von ihnen wies nämlich in der Wirkung auf Pepton nur geringe Schwankungen 
auf, während im ereptischen Wirkungsvermögen sehr große Unterschiede vorkamen. 

Der Vergleich mit den vor kurzern untersuchten Pflanzenproteasen fordert die 
Prüfung des Hefetrypsins hinsichtlich seiner Aktivierbarkeit durch Blausäure. 


40 mg Knz3rmtrockenpräparat mit 0,6 g SuKstratund 1,6 ccm “/j-Uinatriiuncitrat in 10 ccm 540®. 


Versuche mit Gelatine 
Versuche mit Pepton 


Spaltungszeit 3 6 24 Stunden 

ohne Zusatz 0,22 0,40 i ,04 ccm “/j-KOH 

mit 5 mg HCN 0,23 0,55 1,14 ccm 

ohne Zusatz 0,88 — 2,26 ccm ,, 

mit 5 mg HCN 0,88 ; 0,91 — 2,32'; 2,32 ccm 
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Tabelle 3. 

Peptonspaltung durch erepsinarme Hefeprotease bei verschiedenen/?)!. 

(60 mg Trockenpräparat von Vers, i der Tab. i ; lOccni-Titrationsprobc enthält i ccni in/j-Phospliat- 

Citronensäurepuffer ; 40 ) 


Zusatz 

j>H tlr;r Mischung 

Ucgiim j liutle 

Spaltung 

(ccm »/5 -KüH) nacli 

8 Stuuden 34 Stuink-ii 

a) Versuch mit 0,2 g Albuminpepton (Merck) 


0,14 ccm 2,5n-NH3 

4-0 

4.0 


0.34 

0,26 ,, 2,5 

5.0 

4,9 


1-34 

0,28 ,, 2,5 ,, 

5-0 

5-2 

— 

1,42 

0.59 ,, n-KOH 

5-0 

5-1 


1 -34 

0,32 ,, 2,sn-NH3 

5-5 

5.5 


1,28 

0,46 2,5 ,, 

6-5 

6,5 


<),(>9; 1,0 

0,60 ,, 2,5 

7-5 

7.4 

- 

0,86 

0,64 ,, 2,5 

«.3 

8,2 

— 

0,50 

ccni m/3-KH2PO^ allein, Pepton mit 
HCl auf pK = 5,0 eingestellt . . . 

5-0 

5-2 

— 

1-.39 


b) Versuch mit 0,6 g Pepton 

0,00 ccm 2,5n-NH3 4,0 4,0 0,85 1,43 

0,24 „ 2.5 „ 5,1 I 5-1 

0,31 ,, 2,5 ,, 5»5 j 5-5 ^75 

0,46 ,, 2,5 ,, 6,6 1 6,5 1,62 2,65 

0,66 „ 2,5 „ 7-5 1 74 435 

[263] In dem geringen Reinheitsgrad, den dasKnzym in seinen Autolysaten hat, ist also 
die Krscheinung der Aktivierbarkeit nicht oder nicht deutlich zu beobachten. \V ährend 
die Hefeprotease in bezug auf die Abhängigkeit ihrer W irkung dem Papain ähnlich 
ist, weicht sie im Verhalten gegen Blausäure davon ab. In der Spezifität steht sie der 
Kürbisprotease näher als dem Papain: verhältnismäßig stark auf Peptone, schwächer 
auf Gelatine wirkend. 


3. Die ereptische Wirkung. 

Obschon ausführliche Untersuchungen von K. Abdebhalden und seinen Mit- 
arbeitern, namentlich von E. AbderhaedEN und A. Podor über die Spaltung einer 
Anzahl einfacher Peptide durch Hefemacerationssäfte vorliegcn, erfordert der Zweck 
einer praktischen Erepsinbestimmung, die Wirkung auf Eeucylglycin im Folgenden 
mehrmals zu behandeln. Ungefähr übereinstimmend mit E. AbdERhaeden und 
A. FoDORb die für die Spaltung von 1-Leucylglycin das 7»5 bis 7,56 an- 
geben, finden wir (Tab. 4) am günstigsten. Dieses Pj,-Oj}timnm stimmt 

genau überein mit dem des tierischen Erepsins ^ 

‘ Fermentf. Bd. l, S. 533. und zwar S. 55/ u. 591 [1916]. . 

* Vel. E. Waeuschmidt-LEIXZ und A. HarTENECK, 2. u. 3. Mitteilur^ zur Spezifität tien- 
sehet Proteasen, Diese Zs. Bd. 147. S. 286, und zwar S. 307 [1925] «nd Bd- i49. S- 20 }, und zwar 

S. 216 [1925]- 
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Tabelle 4. 

Abhängigkeit der Hydrolyse des Teucylglycins von der Wasserstoffzahb 
(i ccin Enzymlösiing, 75 mg {=^ Vjooo Mol) Peptid, i ccm m/3 -Phosphat-Citrat mit wechselndem 
Zusatz von NH3; Vol. 10 ccm, Spaltungszeit 40 Minuten, 40°.) 


Zusatz 

(ccm 2,5n-NH,) 

Pu der Mischung 

Spaltung 
(ccm n/5-KOH) 

Beginn 

F.n<]e 

0,30 

5.3 

5-3 

-0,03 

0,39 

6,5 

6.5 

0,00 

0,54 

7.4 

7,4 

0,54 

0,59 

7,8 

7,8 

0,75 

0,66 

8,3 

! 8.3 

0,62 

1,22 

9.1 : 

9,1 

0,07 


[264] Für die Versuche der Tab. 4 diente ein zwei Tage altes, unter Neutralisieren 
gewonnenes Hefeautolysat, und zwar für die einzelne Bestimmung i ccm davon 
mit 75 mg d,l-Leucylglycin (= 2/5000 Mol); der 5oproz. Spaltung des Substrates, der 
vollständigen der 1 -Form, entspricht i ccm “/5-KOH. 

Den zeitlichen Verlauf der Hydrolyse dieses Dipeptids mit Enzymmengen im Be~ 
reiche von i : 16 geben die Tab. 5 und die Abb. 5 wieder; das Substrat wurde dank 

Tabelle 5. 

Zeitlicher Verlauf der Spaltung von Tencylglyciu durch verschiedene Enzym- 
mengen. 

(Enzym mit i ccm m/3 -Primärphosphat- Ammoniakmischung von pn = 7,8; 0,225 [V5 Mülitnol] 
Peptid; Enzym und vSubstrat mit NH 3 vorher auf pK = 7, S eingestellt; Vol. 10 ccm, Spaltung in 

ccm n/5-KÜH.) 


Zeit in 
Minuten 

■Rnzymmenge (ccm Aiitolysat in lo ccm der Mischung) 

0,25 

0,50 

! 

r,o 

■ 

,ü 

4, 

,n 


gef. her. 

gef. 1 

her. 

gef. 

her. 

gef. 

her. 

gef. 

her. 

15 

• — 1 0,04 

i — 

0,08 

i 0,23 

i 0,17 

0,40 

0,33 

0,49 

0,63 

30 

— ' 0,08 

0, 1 6 

0,17 

0,43 

: 0,33 

0,63 

0.63 

: 0,99 

1,12 

60 

0,17 ‘ 0,17 

’ 0,32 

0.33 

i 0,63 

0,63 

1,09 

1,12 

1,67 

1,83 

120 

0.28 ^ 0,33 

— : 

— : 

— 

i 

1 — i 

— 

— i 
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ccm £mym~ Lösung B'nheiL 


Abb, 5. Wirkung des Hefeerepsins auf Leucylglycin, Enzymmenge und Umsatz. 
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seiner [265] L#öslichkeit im Atnnioniak des Phosphätpuffers dreimal konzentrierter als 
oben angewandt. Bei geringer Enzymkonzentration entspricht der Verlauf annähernd 
dem Gesetz der monomolekularen Reaktion, während bei größeren Enzym menge 11 
die Abweichungen bedeutend sind. Die Tabelle verzeichnet die so berechneten Werte 
neben den gefundenen. 

Die Enzymmenge, die unter den Bedingungen dieses Versuches die vorhandene 
1-Peptidmenge in i Stunde zur Hälfte spaltet, soll als Erepsineinheit bezeichnet werden. 
Sie ist beispielsweise in 3,4 ccm des hier verwendeten Autolysates (aus 0,4 g Hefetrocken- 
gewicht) enthalten. Es handelt sich auch hier um eine scheinbare Enzymmenge, denn 
die gemessene enzymatische Wirkung ist von Begleitstoffen in wechselndem Maße 
beeinflußt. 

4. Änderung der proteolytischen Wirksamkeit beim Altern 
der Autolysate. 

Die Ändenmgen des proteolytischen Wirkungsvermögens von Hefeauszügen, die 
Spontane Zunahme beim Stehen (auch die unter dem Einfluß von Zusätzen erfolgende) 
und die darauffolgende Abnahme, sowie gewisse Änderungen der Reaktionskinetik sind 
sehr eingehend von E. AdberhaldEN gemeinsam mit A. Eodor^ und mit E. Wert- 
HEIMER^ rmtersucht worden. Das Verhalten der Proteaselösungen ist so kompliziert, 
daß E^ Abderhalden und A. Fodor es nicht vorwiegend auf die Einflüsse von Heni- 
mungskörpern zurückzuführeu vermochten, daß sie vielmehr den veränderlichen Dis- 
persitätsgrad der Enzyme (auch ,,die Bedeutung der Zähflüssigkeit der Dösung“) für 
ihre ungleiche Wirksamkeit verantwortlich machten, Diese Vorstellung ist von A.P'odor 
weiter entwickelt worden, indem er die Abnahme der enzymatischen Aktivität zurück- 
führte^ auf ,,eine kolloidchemische Veränderung, die in einer molekularen Verfestigung 
bzw. Aggregation zu suchen ist". ,,Auf Grund der bisherigen Versuche darf somit 
[266] das Protein als Hauptträger der Eermentwirkung angesprochen werden, mit der 
Betonung, daß die Eipoide der Zellen die Suspendierbarkeit und die Verteilung des 
Eermentkolloids in große Oberflächen durch ihre, eine Aggregation und molekulare 
Verfestigung hindernden Eigenschaften begünstigen." Da unsere Untersuchung von 
der Annahme ausgeht, daß den enzymatischen Wirkungen bestimmte Mengen enzy- 
matisch wirksamer Stoffe zugrunde liegen, und da diese Annahme auch in der vorliegen- 
den Arbeit Bestätigung findet durch Beobachtungen über die mit Dispersitätsände- 
rungen verbundenen Adsorptions Vorgänge, die keinen Einfluß auf die Wirksamkeit 
der Enzyme haben, und durch die Trennung des Enzymgeniisclies in seine Kompo- 
nenten, so müssen wir auch auf das eigentümliche Verhalten der Hefeauszüge beim 
Altern in Kürze eingeben, um dafür eine mit unserer Vorstellung verträgliche Erklärung 
anzustreben. Die Aktivitätszunahme und die Änderung der Kinetik sind kaum allem 
mit der Annahme zu verstehen, daß Hemmungskörper in den Hefeauszügen vorhanden 

' Vgl. Amn. 3, S. 250 der Einleitung. ' Ferineiitf. Bd. 6, S, i [1922]. 

5 Fermentf. Bd. 6, S. 269. und zwar S. 282 u, 283 [1923]- 

loa 


Wülstättef, Enzyme. 
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sind und allmählich abgebaut werden. Es ist wahrscheinlicher, daß diese Erscheinung 
noch von der im analogen Falle des Pankreastrypsins erwiesenen Bildung von Akti- 
vatoren der Enzyme überlagert wird. In der langsam erfolgenden Abnahme der proteo- 
lytischen Wirkung sehen wir aber keine andere Erscheinung als die bei vielen Enzymen 
beobachtete irreversible Inaktivierung. Das Hefeerepsin unterscheidet sich vom Tryp- 
sin durch die geringere Beständigkeit, so wie sich z. B. Maltase von der Saccharase 
unterscheidet. In den Autolysaten verschwindet das Erepsin quantitativ, während das 
Trypsin in derselben Zeit noch fast in seiner ganzen Wirkung erhalten bleibt. 

Zunächst sollen die Versuche der Tab. 6 die Wirksamkeitssteigerung veranschau- 
lichen, die sowohl die tryptische Komponente, mit Gelatine gemessen, wie die ereptische, 
mit Leucylglycin bestimmt, in den Autolysaten während der ersten Woche nach ihrer 
Bildung beim Stehen ini Eisschrank erfahren. Die anfangs vorhandenen scheinbaren 
Mengen des Trypsins vermehren sich um etwa loo, die des Erepsins um etwa 66%. 
Bei diesem kann die Aktivitätssteigerung von [267] Inaktivierung des Enzyms über- 
deckt sein, wie dies bei Maltase beobachtet wird, wenn man sie bei höherer Tempe- 
ratur als 0° aufbewahrti. Das Material war durch rasche fraktionierte Freilegung ge- 
wonnen. 300 g Hefe wurden mit Essigester abgetötet und ganz verflüssigt, darauf mit 
ebenso viel Wasser versetzt und während einer Stunde durch vorsichtigen Zusatz von 
Ammoniak neutral gehalten. Darauf wurde die Hefemasse von der ersten Autolysat- 
fraktion abgetrennt, die weder tiy^ptische noch ereptische Wirkung aufwies, und mit 
Wasser wieder auf 600 ccm gebracht. Dann ließen wir die Freilegung des Enzyms nur 
5 Stunden lang weitergehen und gewannen in dieser Zeit einen Auszug, der etwa die 
Hälfte des isolierbaren Erepsins, weniger als die Hälfte des Trypsins enthielt. 

Tabelle 6. 

Aktivitätszunahme von Hefetrypsin und -erepsiii im Autolysate. 

(Versuchsbedingiuigeii wie in Tab. 2 und 5.) 


Bestimmt am ^ I 

Tage nach der Verflüssigung 


Substrat Teucylglycin 

ccm n/5-KOH 

0,8g 

0.93 ' 

1,08 1 

, 1,24 

(0,8 ccm Autolysat) 

scheinb. Einheiten 

044 ' 

046 , 

0,59 I 

1 073 

1 

Zunahme % 

— j 

’ ^ 

34 

66 

Substrat Gelatine 

ccm n/5-KOH 

0>54 : 

074 ' 

078 

1 0,87 

{2,0 ccni Autolysat) 

■ scheinb. Eiulieiteii 

o,iö 

0,25 

0,28 

1 0,32 


Zunahme % 

— ^ 

56 

75 

100 


Mit einem anderen ohne Fraktionierung gewonnenen Neutralautolysate ist die 
Steigerung der tryptischen Aktivität gegen Pepton während der ersten Alterungswochen 
verfolgt worden. Die scheinbaren Trypsineinheiten nahmen auf mehr als das Doppelte 
zu. Die Steigerung tritt rascher ein bei länger dauernder als bei kurzer Enzym- 
freilegung. In den Versuchen der Tab. 7 trennte man nach 8, 24, 48, 96 Stunden Proben 
der entstandenen Enzymlösung von den Heferückständen ab, um in jeder die Wirkungs- 

* Vgl. R, Wmns'i'ÄTTKR und K. Bamann, 6 . Mitt. über Hefemaltase, Diese Zs. Bd. 151, 
S. 242 [1925/26]. 
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Zunahme zu verfolgen. Sie war nach Sstündiger Autolyse noch nicht nach 14 Tagen 
beendet, [268] nach 48stündiger Autolyse, die natürlich eine bessere Ausbeute lieferte, 
schon in einem einzigen weiteren Tag. Hieraus ergab sich ein praktisches Verfahren für 
die Gewinnung der Proteasenlösung. 


Tabelle 7. 

Zunahme der Wirkung auf Pepton in Autolysateii von verschiedener PrcilegungS' 

dauer, 

(0,1 g Pepton, 1,5 ccm Autolysat, 0,5 ccni in/3~P]iosphat von pn = 6,5 in 5 cciii; 

24 Stunden, 40“.) 


Dauer der Freilegung 
(Stunden) 

1 Alter des Autolysates bei der Bestimuiung (vom Beginn <kT 

8 Stunden j i ! 23)4 

rrcileginig an) 

7 

14 Tage 

8 

0,60 * 0,66 i 

0,80 


0,8 ^ 

i 

1,01 i 

1,16 

24 

- i -v 

1,23 

1 .44 

1.04 

i 1,86 : 

1,82 

48 


1,50 

1,88 

1,82 

1,88 i 


96 

— 1 ~ i 

' — 


1,92 

2,01 

2,00 


Durch Erhitzen inaktivierte Autolysate wirken durchwegs heninierid auf die tryp- 
tische Peptonspaltung, aber ausgleichende Hemmung wird nicht erreicht. Im Gegen- 
teil zeigen die Versuche der Tab. 8, daß ein frisches, noch wenig aktiviertes Autolysat 
verhältnismäßig mehr der Hemmung unterliegt als ein 8 Tage altes, schon voll aktivier- 
tes. Mit dem Alter eines Autolysates nimmt die Hemmungswirkung ab, die es nach 
dem Erhitzen ausübt. 


Tabelle 8. 

Hemmung des Peptonspaltungs vermöge ns verschieden alter Fmzymlösungen 
durch inaktivierte Autolysate, 

(o.i g Pepton, I ccm Autolysat; /’h = 6,5 eingestellt durch Phosphat; Vol. 5 ccm, 

24 Stunden, 40".) 


.Mter der 
EiiKvinlösung 


Spaltung ent.spricht (ccm 11/5-KOn) 


in Gegenwart von i ccci Kochsaft ; 


a) 


b) 


a) 24 Stiuiden . 

1 

1.34 1 

1 — ^ 

0,90 

1 F02 ‘ 

1,08 

b) 8 Tage . . 

1.55 

1 1.33 

j ^38 ! 

1.39 

c) 8 Monate . 

1,89 

1 ,48 

1.54 : 

1,62 


[z6g] In ähnlichem Maße wird die Reaktion des Hefetrypsins auch von käuflichem 
Eieralbumin (1,3% der Bestimmungsflüssigkeit) gehemmt. Her Verflüssigungssaft, 
den wir bei fraktionierter Enzymfreilegung abtrennen, enthält gleichfalls Hemmungs- 
körper. Wir fanden, daß er die Dipeptidspaltung herabdrückt, z. B. entsprechend einem 
Fünftel der scheinbaren Erepsineinheiten. 

Bei etwas längerem Stehen der Autolysate, namentlich bei Zimmertemperatur, 
verschwindet das Erepsin. Eine durch Autolyse mit Chloroform unter Neutralisieren 
gewonnene Enzymlösung war nach 5 Tagen gut wirksam gegen Leucrlglycin (i ccm 
spaltete von 75 mg Peptid in 10 ccm bei = 7.8 i« einer Stunde bei 40° 81 % der 
1 -Form), nachzMonaten wirkungslos (2ccm bewirkten wie oben m i'/a Stunden keine 
meßbare Spaltung) . In derselben Zeit erlitt die tryptische Wirkung nur einen Rückgang 

102* 
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entsprechend dem Verbrauch von 3,19 ccm "/5-KOH (frisch) und 2,27 ccm (gealtert) 
bei der Hydrolyse von 0,2 g Pepton in 24 Stunden bei ~ 6,5. In einem anderen 
Beispiele ging die ereptische Wirkung vom 2. bis zum 10. Tage von 0,83 ccm "/5-KOH- 

Tabelle 9. 

Beispiele der tryptischen Wirkung von Autolysaten nach längerem Aufbewahren 

bei Zimmertemperatur. 

(0,2 g Pepton, I ccm m/3-Phosphat von = 6,5 in 10 ccm; 24 Stunden, 40*^.) 



1 z. Best, angewandt | 

Spaltung 

1 Binlicitcu 

Autolysat 

ccm 

cntsprcch. 
g Hefe 

(ccm 

n/5-KOH) 

in der Be- 
stimmung 

ber. auf 

I g Hefe 

sauer, 9 Monate alt 

0,4 

0,20 

2,30 

0,40 

2,0 

dass., 19 

0,4 

0,20 

1,38 

0,18 

0,90 

sauer, 36 ,, ,, 

0,4 

0,20 

0,56 

0,08 

0,40 

M 15 

0,4 

0,20 

2,26 

0,38 

1,90 

neutral, 4 Tage alt 

2,0 

1 0,82 

3.32 

1,05 

1,29 

dass., 22 ,, 

2,0 

0,82 

3 >io 

0,85 

1,04 

neutral, 5 

1,0 1 

! 0,51 

2,70 

o,S 7 

1,10 

dass., 34 

1,0 

o.si 

1,85 

0,2$ 

0,49 


Verbrauch auf 0,06 ccm zurück. Allen länger gealterten Autolysaten fehlt [270] daher 
das Spaltungsvermögen gegen einfache Peptide, dagegen geht die Wirkung auf Peptone 
auch in saueren Autolysaten in der Zeit von Monaten oft nur langsam zurück (Tab. 9). 
Die Angabe Dernbys (a. a. O. S. 139) von der völligen Unbeständigkeit aller proteoly- 
tischen Hefeenzyme in saurer Uösung — Dernby spricht von p^i 5 bis 6 — - bestätigt 
sich nicht. 

Der geringeren Beständigkeit des Brepsins in den Autolysaten entspricht auch 
seine größere Bmpfindlichkeit gegen H* und OH'. Nach den Versuchen der Tab. 10 
wird das peptidspaltende Bnzym in einer Stunde bei p^~ ^ und 9,3 größtenteils zer- 
stört, während das peptonspaltende 3 Stunden Verweilen bei p^^ = 3,8 und 9,5 über- 
dauert. 


Tabelle 10. 

Vergleich der Beständigkeit beider Hefeproteaseii in sauren und alkalischen 

Lösungen. 



A) Tryptische Wirkung; 1,5 ccm 
Neutralautolysat bestimmt mit 
repton wie in Tab. 7 

B) Ereptisi'he Wirkung; 0,8 ccm 
Neutralautolysat best, mit 
Teucylglycin wie in Tab. 5 

Wirk. 

ohne Vorbeh. 

1,62 ccm n/5-KOH 

1,30 ccm n/g-KOH 



Dauer der 

Wirkung 11. der 

Dauer der 

Wirkung n. der 

Einwirkung von 

Vorbeh. 

Vorbeh. entspr. 

Vorbeh. 

Vorbeh. entspr. 



(Stunden) 

ccm n/g-KOH 

(Stunden) 

ccm n/g-KOH 

Essigsäure 

bei 5-0 



. 

I 

1,26 

,, 

M ,, 4,0 

3 

1,46 

I 

0,15; 0,16 

HCl 

,, M 2,8 

3 

0,22 

— 

— 

NH, 

. „ 8,5 

3 

1,40 

— 

— 

NH, 

„ 9.5 

3 

1,32 

1 

0,23 

NH, 

„ ,, IO — II 

— 

— 

I 

0,00 
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II. Darstellung der Hefeproteasen. 

I, Proteasegehalte. 

Wie es eine bewährte und fruchtbare Methodik gibt, die Gehalte der Hefen an 
ihren zuckerspaltenden Enzymen zu bestimmen, so ist Analoges für ihre Ausstattung 
mit [271] proteolytischen Enzymen anzustreben. Namentlich sollte die Analyse der 
Maltase' für die Proteasenbestimmung vorbildlich sein. Aber es sind dafür nur An- 
fänge erreicht. Die Schwierigkeiten sind größer als bei den Carbohydraseii wegen <ler 
mannigfaltigen Einflüsse hemmender und aktivierender Stoffe, worauf frühere Er- 
fahrungen und die im vorigen Abschnitt erwähnten hinweisen. Die quantitative Be- 
stimmung eines Hefeenzyms ist auf folgenden Wegen gelungen: 

1. In der unversehrten lebenden Hefe (also bei Ausschluß von Zellgift) ; iin Palle 
eines zuckerspaltenden Enzyms dann, wenn die Gärung neben der Hydrolyse keine 
Rolle spielt (Invertin in inveitinreiehsten Hefen). 

2. In der noch lebenden Hefe bei Anwesenheit von Zellgift, das zunächst die Gärung 
unterdrückt (übliche Invertinbestimmung). 

3. In der abgetöteten verflüssigten Hefe (Maltasebcstimmung) . 

4. In Autolysaten, die das Enzym in maximaler Ausbeute etithalten. 

Um das Erepsin nach der Abtötung der Zelle aufzusuchen, wird die Hefe mit 
Essigester vergiftet. Nach erfolgter Verflüssigung verdünnen wir und neutralisieren 
vorsichtig während einer Stunde den ausgetretenen Verflüssigungssaft. Sogleich danach 
zeigt die Bestimmung gute ereptische Wirkung an. (Kontrollen ohne Peptidzusatz 
ergeben bei der kurzen Versuchsdauer und der geringen Hefemenge nur einen sehr ge- 
ringen Aciditätszuwachs.) Aber sie beträgt nur etwa 20 bis 40 % von derjenigen der 
Autolysate, die ebenso, aber mit längerer Dauer gebildet werden, und zwar bezieht sich 
der Bruchteil auf die Wirkung vor der allmälihch erfolgenden Aktivitätssteigerung. Die 
Versuche der Tab. ir geben einen Vergleich der direkt gefundenen Erepsinwirkimgcn 
mit den Werten, die man in der nach 6 bis 9 Stunden gebildeten ersten Enzynilösung 
und nach ihrer Abtrennung in einer durch erneutes i bis 2 Tage langes [273] Digerieren 
der Heferückstände mit Wasser gewonnenen zweiten Autolysatfraktion erzielt. 

Die durch Abtötung der Hefe mit Chloroform und Neutralisieren eingeleitetc 
Autolyse ist, wie die vergleichenden Versuche zeigen, ungeeignet; sie ergibt geringe, 
manchmal (wie in den Beispielen der Tab. ii) sehr schwache ereptische Wirkung. Dies 
ist mit geringen Abänderungen das auch von K. G. Dernby angewandte Verfahren 
einer übrigens genauen und verdienstvollen Arbeit „Über die Darstellung des poly- 
peptolytischen Fermentes der Hefe'^ von A. H. KoEeker^* Der Nachteil, welcher der 
Vergiftung durch Chloroform eigen ist, erstreckt sich gar nicht auf die Trypsinfreilegung. 
Essige^ter und Toluol sind die geeigneten Zellgifte zur Gewinnung der gesamten Pro- 
teasen. 

6. Mitteilung „Zur Kenntnis der Hefemaltase“, Diese Zs. Bd. 115. S. 211 [1921] 
und Bd. 151, S. 242 [1925/26] {Ahh.63 und 65]. 
q Diese Zs. Bd. 67, S. 297 [1910]. 
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[272] Tabelle ii. 

I^repsinwirkung von abgetöteten Hefen und Autolysaten. 

(Enzym mit 0,226 g d,l-Eeucylglydn {1,2 Millimol) bei = 7,8; Phosphatpuffer ; i Stunde bei 

40° in locciu.) 


Hefe 

vum 

Art der Bestimmung 

Dauer der 
Freilegung 
(Std.) 

Ziir Best, angew. 

Spaltung nach 

Entspr. Einh. 

ccm 

entspr. g 
Hefe- 
trocken- 
gewicht 

r Std. 

20 std. 

in der 

Be- 

stimmung 

ber. auf 

I g Hcfc- 
trocken- 
gewicht 

9. 7. 

Direkt 

— 

— 

0,125 

1,66 

— 








—0,18 









1,48 


0,97 

7.75 

g, 7. 

CHClj-Neutralautol. 

24 

1,0 

0,125 

0,08 

— 

0,035 

0.28 

15 - d. 

Direkt 

— 


0,05 

0.59 









—0,01 









0,58 

— 

0,26 

5.0 

15. 6. 

CHCb-Neutralautol. 

IO 

0,8 

0,10 

-0,03 

0,43 

0,0094 

0,092 

15. 6. 

Toluol-Neutralautol. 









Fraktion i . . . 

6 

0.4 

0,05 

0,70 









— 0,00 









0,70 

— 

0.34 

00 


Fraktion 2 . . , 

46 

0,4 

0.05 

0.54 









—0,00 









0,54 

_ 

0,25 

5.0 

14. 7. 

Direkt 

— 

— 

0,075 

0,79 









—0,04 









0,75 

— 

0,35 

4.8 

14. 7. 

Toluol-Neutralautol . 









Fraktion i . . . 

9 

1,0 

0,125 

1,70 









— 0,00 









1,70 

— 

1.23 

9.6 


Fraktion 2 . . . 

48 

0,4 

0,05 

1,08 









—0,00 









1,08 

— 

0,59 

11.7 


Fraktion 3 . . . 

120 

4.0 

0,50 

0,50 

— 

0,22 

0,44 


Der Gehalt der Hefe an Trypsin läßt sich infolge seiner großen Beständigkeit 
widerspruchsfrei in den nach unseren Erfahrungen mit vollständiger Ausbeute ge- 
wonnenen Autolysaten bestimmen. Läßt man die Enzymfreilegung bei der Autolyse 
mit einem der genannten Zellgifte 48 Stunden andauern und die FroteasenlÖsung noch 
ebenso lange stehen, so ergibt die tryptische Wirkung auf Pepton oder (klatine gut 
reproduzierbare maximale Werte. Beispiele der Pepton^paltung, noch bei = 6,5 
bestimmt, verzeichnet die Tab. 12. Die Schwankungen lagen im allgemeinen in engen 
Grenzen. Die Erfahrungen werden im Abschnitt 3 durch Bestimmung des Trypsins 
mit Gelatine nach dem schonenderen Verfahren der fraktionierten Freilegung mit 
Toluol ergänzt. 

So läßt sich der Proteasengehalt der Hefen in vorläufiger Weise schätzen. Man 
kann damit beurteilen, daß unter den Bedingungen der Invertinvermehrung in der 
Hefe auf das 15- bis 2ofache nach R. Willstätxer, Ch. D. Lowry und K. Schneider^ 


* 9. Abh. über Invertin. Diese Zs. Bd, 146, S. 158 [1925]. 









über die Proteasen der liefe. 


1623 


durch Gärführung bei niedriger Zuckerkonzeiitration der Proteasegehalt keinen nennens- 
werten Zuwachs erfährt^, während andererseits bei der Invertin Verminderung [274] in 


Tabelle 12. 

Trypsinwirkung von Hefeautolysaten auf Pepton. 

{Enzyni mit 0,2 g Pepton und i ccm m/3-Phospliat von p\i = 6,5 in 10 ccm; 24 Stunden, 40'.) 


Hefe vom 

Dauer der 
Freilegung 

(Std.) 

clatm noch 
aufbewahrt 

(.Std.) 

Angewandt 

eiitspr. g 

ceni Ilefclux'kcn- 

gewieht 

Spaltung 
eein n/^-KÜH 

Fink. (l>cr. auf i g 

H efe t roekenge w . ) 

best, a. d, j uiiiger. :i. 

Pejjtcm- Kiiih. d. lie- 

hydrolvsc latiiieincth. 

30. I. 24 

96 

— 

3 

0,30 

342 

3.75 

2,68 

5. 2. 24 

52 

96 

3 

0,20 

3.24 

3 .ü> 

2,2> 

13. 2. 24 

48 

48 

2 

0,20 

3-32 


3.68 

13. 2. 24 

48 

48 

3 

0,30 


4-51 


j8. 2. 24 

1 4 « 

25 

3 

Ü.30 

3 .;b 

5-18 

3 AS 

20. 2. 24 

1 44 

! 6 Tage 

2 

0,20 

3,08 

4,40 

3.M 

28. 2. 24 

52 

48 

2 

0,20 

2,92 

3.44 

2,49 

I. I. 25 


i 4 Tage 

2 

0,25 

3,20 

3,60 

2,58 

21 . I. 25 

120 

8 Tage 

2 

0,25 

3-32 

4,08 

2,0 1 

27. 2. 25 

70 

‘ — 

I 

' 0,13 

3-19 

7-05 

5>02 

7 - 5 - 25 

53 

i 48 

I 

1 0,13 

3.1 ^ 

6.60 

4-7t^ 

20. 5. 25 

72 

48 

1 


2,70 

4.40 

! 3-'5 


der lebenden Hefe durch Binwirktmg sehr verdünnter Säuren oder Alkalien nach 
R. WiLüSTÄTTER und Ch. D. howRY^) mit der carbohydratischen Wirkung zugleich 
die proteolytische 2) leidet, allerdings in geringerem Maße. 


2. Darstellung des Hefetrypsins; Trennung von Invertin. 

Trockenpräparate des Hefetrypsins, wie sie für die Versuche der ersten Abschnitte 
unserer Arbeit gedient haben, gewannen wir aus den von Anfang an wenig ercptisch 
wirksamen Chloroform -Neutralautolysaten nach längerem Altern durch Imllung 
mit gleichem Volumen Aceton. Der mit der Zentrifuge abgetrennte zähe Niederschlag 
verwandelte sich bei [275] wiederholtem Verreiben mit Aceton in eine körnige Masse, 
die noch mit Äther angerührt und im Vakuum getrocknet wurde. Die Ausbeute betrug 
12 g aus 1 1 Autolysat (entsprechend 125 g Hefetrockengewicht). 

Während von einem angewandten Autolysate i ccm bei der Bestimmung mit Pepton 
(/jjj = 6,5) eine Spaltung entsprechend 1,85 ccm "/5-KOH bewirkte, ergab der entsprechende 
Anteil des Trockenpräparates Spaltung entsprechend 1,37 ccm; das zugehörige Volmiieii der 
Mutterlauge rief keine Peptonspaltung hervor. 

Erepsinwirkung ließ sich nur mit 5 mal größeren Mengen und längeren Spaltungs- 
zeiten feststellen. 

60 mg gaben unter den Bedingungen der Erepsinbestinniiung in i vStunde Spaltung ent- 
sprechend 0,05, in 24 Stunden 0,63 ccm «/5-KOH. Unter der für kürzere Bestinnnungsdauer 
geltenden Voraussetzung, daß Enzymmenge und Spaltnngszeit für gleichen Umsatz umgekehrt 
proportional sind, ergibt sich aus der zweiten Zahl für die 60 mg ein Gehalt von 0,012 Erepsin- 
einheiten, aus der ersten Zahl 0,024 4^0,015 R- 

3 A. a. 0 . S. 178. 

‘) ii.Abh, über Invertin, Diese Zs. Bd. 150, S. 287 [1925h 

") A. a. O., S. 295. 
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I g des Trockenpräparates enthält 0,2 scheinbare Krepsineinheiten neben 10 schein- 
baren Trypsineinheiten (in bezug' auf die Gelatinespaltung) ; in den erepsinreichsten 
Autolysaten (vgl. Tab. 13, Zeile i) finden sich dagegen neben derselben Trypsinmenge 
400 Erepsineinheiten, 

Solche Präparate der Proteasen enthalten natürlich Invertin. Die Trennung des 
proteolytischen vom rohrzuckerspaltenden Enzym haben schon M. Hahn und E. GeriJT^ 
angestrebt, aber ,,es gelang bisher nur einmal, eine sehr geringe Menge einer gut ver- 
dauenden und nicht invertierenden hygroskopischen Substanz zu erhalten, als die 
Alkoholfällung mit der von Hammarsten zur Trennung des Eabfermentes und Pepsins 
benutzten fraktionierten Bleiacetatfällung kombiniert wurde''. Die Trennung in der 
anderen Richtung, Darstellung von Invertin, das gegen Pepton fast ganz unwirksam 
ist, läßt sich durch Adsorption des Invertins an Kaohn aus stark essigsäurehaltigen 
Autolysaten ausführen. Die für die Zwecke dieser Arbeit wichtigere Entfernung des 
Invertins von [276] den Proteasen gründen wir auf folgende Beobachtung: aus den bei 
neutraler Reaktion rasch gebildeten frischen Hefeautolysaten wird durch Ansäuern 
Hefeeiweiß in annähernd nativem Zustand ausgefällt ^), den größten Teil der Proteasen 
enthaltend, zusammen mit wenigen Prozenten von Invertin. Dijrch Wiederholen der 
Fällung, oder viel besser, durch Auswaschen mit sehr verdünnter Essigsäure läßt vSich 
das mitadsorbierte Invertin bis auf Spuren beseitigen. Der Eiweißniederschlag gibt 
die Protease gar nicht an Wasser ab. Man muß ihn in Wasser suspendieren und vor- 
sichtig mit sehr verdünntem Ammoniak bis zur beginnenden alkalischen Reaktion ver- 
setzen, um das Trypsin in Eösung zu bringen, leider zugleich mit einem großen Teil 
des Proteins. Die Trypsinausbeute bewegte sich in sechs Beispielen zwischen 45 und 
70 % . 

Von einem in 2 Tagen gebildeten und 2 Tage gealterten Autolysate (nach dem Verfahren 
von Abschu. lA der 8. Abh. über Invertin) versetzten wir 300 ccm mit der nach Vorversuchen 
zur Fällung eben ausreichenden Menge zn-HjSO^, näniUch 12 ccm. Der Eiweißniederschlag 
wurde abzentrifugiert und unter Anrühren in den Zentrifugenbechern mit 300 ccm ”/ roo" Essig- 
säure ausgewaschen. Zum Wieder lösen suspendierten wir ihn in 100 ccm Wasser und fügten 
verdünntes Ammoniak bis zur eben erkennbaren alkalischen Reaktion hinzu. Ein Teil vom 
Eiweiß blieb ungelöst, das Filtrat ergänzten wir auf 150 ccm. Die proteolytische Wirksamkeit 
ist durch folgende Beträge der Peptonspaltung (nach Abschn. I, 2, bei = 6,5) bestimmt. 


I ccm Autolysat spaltete entspr 1,46 ccm “/5-KOH 

0,5 caii Proteaselösung spaltete entspr, ........ 1,20 ccm «/5-KOH 

r,o4 ccm von Eiweiß befreites Autolysat entspr 0,75 ccm “/5-KOH 


Dieses Autolysat aus gewöhnlicher Bierhefe enthielt 1,5 Saccharaseeinheiten, die Proteaselösung 
0,01 Saccharaseeinheiten, also 0,7 %. 

In einem anderen Falle der Verarbeitui^ von 300 ccm Autolysat mit einem Gehalt von 
1,35 S.E. betrug nach Wiederauflösen des Proteins und erneutem Ausfällen mit 4,5 ccm n-Essig- 
säure der Saccharasegehalt der Trypsinlösung 0,02 Einheiten. 

Diese unter Chloroformvergiftung der Hefe gewonnenen Autolysate enthalten im 
allgemeinen wenig Erepsin. Ein solches stark tryptisch wirkendes, aber auch mehr als 

* In „Die Zymasegärung“, von E. BuchnER, H. Buchner und M. Hahn, 1903, S. 324. 

') R. WmbSTÄTTER und K. Schneider, 8. Abh. über Invertin, Diese Zs. Bd. 142. >S. 257. 
und zwar S. 268 [1924/25]. 
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sonst [277] erepsinhaltiges Material war geeignet, auch die zweite Protease auf dem be- 
schriebenen Wege zu verfolgen. Nur etwa 10% des Erepsins begleiteten das Tr^^psin, 
die Hauptmenge scheint zerstört worden zu sein. 

5.4 1 i^ 2 Tagen gebildetes und ebenso laug gealtertes Noutralautolysat fällten wir mit 
174 ccm^ 2 n-H3S04 und lösten den mit 3I "/loo-Essigsäiire gewaschenen Niederschlag ntiter 
Aininoniakzusatz in 2 1 Wasser auf. 

I ccm Autolysat spaltet Pepton (wie oben) entsprechend 3,11 ccin 

Die äquivalente Menge (0,37 ccm) der gereinigten Knzynüösuiig spaltete entsprechend 
2,11 ccm V5-KOH. 

1.04 ccm eiweißfreies Autolysat spalteten entsprechend 1,3200111 «1/5-KOH. 

Vom angewandten Autolysate spaltete i ccm in 30 Minuten 75 mg üeucylglyciii (in 10 ccm, 
Pn = 7,^) 2U 27 % der 1-Form, der entsprechende Anteil der gewonnenen Protease in 4,5 Stun- 
den nur zu 24%. Im eiweißfreien Autolysat fehlte Erepsin gänzlich. 

Bedeutender Steigerung des enzymatischen Reinheitsgrades sind wdr bei iiocli- 
maliger Fällung des Trypsins nach längerem Altern seiner eiweißhaltigen Lösung be- 
gegnet. Die Fällung des Hefeautolysates (750 ccm) und die Auflösung des Protei n- 
Proteaseniederschlags in Wasser mit möglichst wenig Ammoniak zum Volumen von 
375 ccm geschah wie oben. Während i ccm vom Ausgangsmaterial Peptonhydrolyse 
entsprechend 3,19 ccm “/3-KOH bewirkte, entsprach die Wirkung der äquivalenten 
Menge gereinigter Lösung 2,36 ccm, was eine Ausbeute von fast der Hälfte anzeigte. 
Nach zwei Monate langem vStehen bei Zimmertemperatur entsprach die Pepton Spaltung 
fast unverändert 2,20 und 2,29 ccm KOH. Aus 80 ccm der gealterten Lösung fiel beim 
Versetzen mit 20 ccm n-Kssigsäure ein auffallend geringer Niederschlag aus. Plr ent- 
hielt gemäß folgenden Bestimmungen nahezu ^{5 vom Trypsin. 

0,75 ccm gealterte Trypsinlösung spalteten Pepton entsprechend 2,66 ccm "/s-NOH. 

Die äquivalente Menge Fällung (0,48 mg) spaltete Pepton entsprechend 1,88 ccm “/rFOII. 

Die äquivalente Menge Mutterlauge (0,94 ccm) spaltete Pepton entsprechend 0,58 ccm 
n/5-KOH. 

Das Trockengewicht des Autolysates (46,3 g) war bei der Herstellung der ersten 
Trypsinlösung auf V3 (9,4 g) [278] zurückgegangen. Die nach dem Altern gewonnene 
zweite Fällung (30,8 mg aus 80 ccm, enth. 2 g Trockensubstanz) hatte vom 1 rocken- 
gewicht, aber mehr als die halbe Wirksamkeit der ersten vorgereinigten Lösung. 

3. Darstellung beider Hefeproteasen. 

Für das beste Verfahren zur Gewinnung der Hefeproteasen halten wir die rasche 
Vergiftung der unverdünnten Hefe durch Essigester (oder Toluol, wobei die Verflüssi- 
gung mehr Zeit beansprucht) und sehr kurz dauernde Autolyse unter Neutralisieren. 
Dieses Freilegungsverf ähren ist aus den Arbeiten unseres Laboratoriums über Invertin 
(Abh. IO, Abschn. II und Abh. 12, Abschn. I; ferner Abh. 6, Abschn. V, über Maltase) 
herübergenommen. Hs wird zur Darstellung der proteolytischen Enzyme so gehand- 
habt, daß nach vollständiger Verflüssigung, die mit Essigester kaum 10 Minuten dauert, 
die gleiche Menge Wasser zugefügt und die auftretende Säure während einer Stunde durch 
oftmaligen Zusatz von Ammoniak neutraHsiert wird. Wie beim Invertin trennten wir 
nach einiger Zeit — hier etwa i bis i^/z Stunden nach Beginn der Vergiftung eine 
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Vorfraktion des Autolysates ab, die keine oder sehr wenig Protease enthält. Der Gang 
der darauffolgenden Freilegung der beiden Proteasen ist etwas ungleich. Das Erepsin 
wird rascher freigelegt, so daß meistens schon in 5 Stunden (vom Beginn der Behand- 
lung mit Essigester an) bei Zimmertemperatur die Hälfte dieses Enzyms in Fösung 
übergegangen ist. Der begleitende Anteil des Trypsins war in mehreren Versuchen 
merklich geringer. Es genügte, 24 Stunden lang die Autolyse vor sich gehen zu lassen. 
Die Tab. 13 verzeichnet einige Beispiele, in denen der Gang der Freilegung durch Ana- 
lyse von Fraktionen beobachtet wurde; eines davon soll beschrieben werden. Für die 
präparativen Zwecke verzichtet man auf diese Trennung und isoliert die proteolytisch 
wirkende Lösung nach i bis 2 Tagen. 

Beispiel. 300g frische Bierhefe wurden mit 15 ccm Essigester rasch verflüssigt und darauf 
nach Verdünnen mit 300 ccm Wasser [279] fortlaufend mit Ammoniak neutralisiert, i Stunde 
nach Beginn trennten wir den sogenannten Verflüssigungssaft in der Zentrifuge ab. 

0,4 ccm der Vorfraktion gaben, auch nach eintägigem Altern, unter den übhclien Bedingungen 
keine Peptidspaltung und 2,4 ccm bewirkten in 24 Stunden keine merkliche Gelatinespaltung. 

Die Hefemasse suspendierten wir sofort von neuem in Wasser zmn Volumen von 600 ccm 
und gewannen in weiteren 4 Stunden die erste Enzymfraktion, 

0,8 ccm Proteaselösung bewirkten unter den Bedingungen der Erepsinbestimmung Spaltung 
gemäß 0,89 ccm n/,_KOH entsprechend 0,45 Blinh., d. i. 341 Einli. der ganzen Lösung. 

2 ccm derselben Lösung erforderten mit Gelatine unter den festgesetzten Bedingungen 
{nach Abzug einer geringen ^Ibstspaltung im Kontrollversuch ohne Gelatine) 0,54 ccm “/5-KOII 
entsprechend 0,17 Einli.. also 51 Einh. insgesamt. 

Die Heferückstände wurden nochmals mit ebenso viel Wasser 16 Stunden der Autolyse 
überlassen; die zweite Enzymfraktion enthielt 300 Einh. Erepsin und 86 Einh. Trypsin. 

0,4 ccm Enzymlösung bewirkten Spaltung des Leucylglycins entsprecliend 0,44 ccm 11/5-KOH, 
d. i. 0,20 Einli. 

2 ccm derselben Lösung ergaben Gelatiiicspaltung entspr. ü,8o ccm »/5-KOH, d. i. 0,28 Einh. 

Tabelle 13. 

Freilegung des Erepsins und Trypsins durch rasche Autolyse unter Neutralisation. 


Beschreibung 
des Versuches 

Fraktion 

Zeit der Ab- 
^ trennung nach 
Beginn der 
Vergiftung 

(Stdii.) 

Erepsin- i 
einh. 

Trj’psin- 
einh. (m. 
Gelatine 
gemessen) 

Yerh. d. Ereps.- 
Einh. z. d. 
Tryps.-Einh. 

berechnet auf lou g 
frische Hefe 

900 g Hefe 

Fraktion i 

4 

240 

6 

40 

verfl. mit 

2 

48 

293 

46 

6.4 

Toluol 

, 3 

120 

II. 5 

3.2 

3.6 

300 g Hefe 

; Vorfraktion 

I 

0 

0 


verfl. mit 

Fraktion i 

5 

114 

17 

6.7 

Essigester 

,, 2 

21 

100 

28 

3-5 



49 

16 

0 

— 

300 g Hefe 

: Vorfraktion 

I 

— 





verfl. mit 

Fraktion i 

5 

113 

19 

5-9 

Essigestcr 

2 

21 

I ro 

33 

3-3 


[280] III. Trennung der tryptischen und der ereptischen Komponente durch 

auswählende Adsorption. 

Hefetrypsin wird zum Unterschied vom Pankreastrypsin durch Tonerde gut adsor- 
biert und im Gegensatz zum Papain viel besser aus saurer als aus ammoniakalischer 
Lösung. Es wird daher aus den Adsorbaten von sehr verdünntem Ammoniak eluiert, 
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allerdings in mäßiger Ausbeute. In den frisch dargestellten Neutralautoly säten steigt 
während der Alterung von einigen Tagen die Adsorbierbarkeit der Hefeproteasen an. 

Hefccrepsin ist aus sauerer Lösung in geringerem Maße durch Tonerde adsorbierbar 
als das Trypsin, neben dem es vorkommt. Aus arainoniakalischer Lösung wird es kaum 
besser adsorbiert, diese Bedingungen sind aber für das leicht zersetzliche Enzym 
gefährlich. Aus Adsorbaten, die nach den Analy.scii der Restlösungcn einen Teil des 
Erepsins enthalten sollten, eliiiert Atnmoniak nichts davon. Wenn nun die für Trypsin 
notwendige Menge Tonerde in mehreren Anteilen angewandt wird, bleibt ein Teil des 
Erepsins enzymatisch einheitlich (gegen Gelatine unwirksam) zurück. Andererseits liefert 
das Adsorbat beim Eluieren einheitliches, gegen Dipeptid unwirksames Trypsin. 

Auf Grund der quantitativ verschiedenen Adsorbierbarkeit läßt sich eine glatte, 
wenn auch mit Verlust verbundene Trennung durch Aliuiüniiiinhydroxyd ausführen, 
wodurch beide Hefeproteasen in homogenem Zustand zugänglich werden. Hierauf 
beruht die genaue Bestimmung ihrer Spezifitäten. 

Die Tab. 14 verzeichnet Beispiele für die abstufende Adsorptionswirkimg der Ton- 
erde auf das Proteasengemisch. In den Versuchen Nr. 4 und 5 hinterbliebcn 60% vom 
Erepsin in der Restlösung, w^ährend 80 bis 90% des Tryqjsins wegadsorbiert waren. 
Die Vervollständigung der Trennung zeigt das nachfolgende Beispiel. 

Beispiel: Ausgangsmaterial waren 60 ccm 7 Tage im Eisschrank aufbewahrtes 
Essigester-Neutralautolysat, die 47 Erepsineinheiten und 9,3 Trypsinemheiten (nach 
der Gelatinemethode) enthielten. Die Adsorption wurde bei 0" vorgenommen, indem 
man mit 2 ccm Essigsäure ansäuerte und mit der Suspension [281] von lang gealterter 


Tabelle 14. 

Quantitativ ver.schiedenc Adsorption der beiden Proteasen an Tonerde. 
(Angewandt Fraktion i ans Vers, 2 der Tab. 13. ionerde C.) 


Alter d. 
Autol. 

(Tage) 


Angewandt 


nrepsin- 

Einh. 


i Tryps.- 
1 Einh. n. d. 
I Ge].-Meth. 


18 

18 

18 

18 

43.5 

47 


3>9 

3>9 

3.9 

3.9 

84 

9.3 


Reaktion 


(mg) ^ (ccin) 


11/20 -NH 3 
n/io-Essigs. 
n/50- „ 

u/50- , , 

n/50- 
11/50- 


75 

75 

300 

75 

114 

100 


50 

50 

50 

50 

100 

100 


Adsorbier t 


Evepsin. 


Trj psiii 


liiiih. 


9 . 7 (?)! 

18 

6,8 

17,2 

25 


54 (?) 

100 

38 

39 
53 


04 

24 i 

3>9 \ 

3.06 I 
7 Ö 1 
8,0 i 


IO 

62 

100 

78 

89 

86 


Tonerde C, enthaltend o,i g A 1 = 0 „ versetzte. Die auf loo ccm verdünnte Dosung trenn- 
ten wir mittels der Zentrifuge vom ersten Adsorbate. 

Die Dipeptidspaltung durch 1,33 ccm Restlösung entsprach 0,63 ccni /5-KOH, 
woraus sich 0,30 Einheiten berechnen. Die Gesamtlösung enthielt demnach 22,5 Em- 
heiten, also waren 24,5 Einheiten Erepsin adsorbiert. A.-W. der Tonerde 24J 

Die Gelatinespaltung durch 2,4 ccm Restlösung entsprach 0,10 ccm /5-ROH, d. i. 
0,032 Einheiten. Die ganze Restlösung enthielt also noch 1,3 Einheiten. Sonnt waren 
8 Einheiten Trypsin adsorbiert; A.W. der Tonerde 80. 
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60 ccm der Restlösung (aus der Gesamtmenge von 100 ccm) vermochten wir. durch 
nochmalige Adsorption mit 0,032 g Ala03 vom Trypsin vollends zu befreien. 

Gelatinespaltung wurde durch 2,4 ccm der neuen Restlösung in 24 Stunden nicht 
hervorgerufen. Nach Beendigung des Spaltungsversuches erstarrte die Tösung bei 
kurzem Abkühlen mit Brunnenwasser vollständig. 

Hipeptidspaltung durch 2 ccm der letzten Restlösung in i Stunde entsprach 
0,57 ccm "/^-KOH, also 0,26 Einheiten. [282] Im ganzen Volumen waren daher* noch 
8,1 Einheiten Erepsin enthalten. Berücksichtigt man, daß nur der ersten Mutter- 
lauge weiter verarbeitet wurden, so ergibt sich eine Ausbeute von 29 % der angewandten, 
60% der in der ersten Restlösung noch vorhandenen Menge. 

Das oben erwähnte Adsorbat eluieren wir nach Waschen mit sehr verdünnter 
Essigsäure durch 50 ccm “/2o“NH3 . Die Elution wurde neutralisiert und auf 60 ccm 
aufgeftiht. Auf Leucylglycin wirkte sie gar nicht ein (geprüft mit 0,8 ccm unter den 
Bedingungen der Erepsinbestimmung). 

Die Gelatinespaltung durch 2 ccm entsprach 0,3g ccm ^/5-KOH, ergab also 
0,11 Einheiten Trypsin. Daher belief sich die Ausbeute in der ganzen Elution auf 
3,3 Einheiten, von der ursprünghchen Menge 35%, von der adsorbierten 41%. 
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123. ZUR KENNTNIS DES PAPAINS. 

Von Heinrich Kraut und Erwin Bauer. 

Dritte Abhandlung über Enzymadsorption, zugleich siebente Abhand- 
lung über pflanzliche Proteasen in der von R. Wu^IvSTatti-r und Mitarbeitern 

begonnenen Reihe. 

■ (Aus dem Chemischen Eaboratoriuni der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

Mit 5 Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 18. November 1926.) 


Mit dem Studium der enzymatischen Wirkungsweise des Papains aus dem Milchsaft 


des Melonenbaumes haben R. Willstätter und W. Grassmann* eine Untersiichuiigs- 


reihe über pflanzHche Proteasen eröffnet. Sie bestätigten die Aktivierbarkei t dieses 
Enzyms durch Blausäure und stellten Unterschiede in der Spezifität des aktivierten 
und des nichtaktivierten Fermentes fest (I. und IL Abhandlung). Der Vergleich mit 
anderen pflanzhchen Proteasen ergab, daß die Enzyme des [ii] Melonenbaumes und 
der Ananasfrucht (II. Abhandlung) nahe verwandt oder identisch, aber wesentlich 
verschieden von denen des Kürbisses und der Hefe (\T. Abhandlung) sind. Zur KnU 
Scheidung der wichtigen Frage nach der Einheithchkcit dieser Proteasen (V. Abhand- 
lung) prüften die Forscher ihre Wirkung gegen verschiedene Substrate niit den rohen 
und mit gereinigten Enzymlösungen, in der Absicht, das Vorliegen eines Gemisches 
durch quantitative' Unterschiede der Wirkung auf die Substrate im Verlauf von Rci- 
nigungsprozessen zu konstatieren. Unter den Reaktionen, welche die Einheitlichkeit 
des proteolytischen Fermentes im Succus Caricae Papayac erwiesen, fand auch die Ad- 
sorption an Alumiüiumhydroxyd Verwendung. 


* I. Abhandlung: R. WmrSTÄTTKR und W. GRAssmann Uber dk 
durch Blausäure, Diese Zs. Bd. 138, S. 184 [r 924 ]' I^* ^ Proteasen und UI. Ab- 

MANN und O. Ambros. Blausäure-Aktivierung und -Hcnimung p an Aktivitätsootimiun 

handlung: R. Wm.SIAItER, W. Grassmank ^ 

bei einigen proteolytischen Reaktionen, „bros ^ Über dk ereptiU le Kiiipoiiente einiger 

lung: R. WRESTÄKER W. G^smNN üb^r O, Ambros, oL 

Pflanzenproteaseii, und V. Abhandlung. R. WiEUS > ti Ti 026!. — VI. Ab- 

die Einheitlichkeit einiger Pflanzenproteasen, Diese \ ' ^ Za Bd 153, 

handlung: R. WieESTäÄer und W. Grassmann, Über die Proteasen der Hefe, Diese As. na. 153. 

S, 250 [1926]. 
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Die Adsorption hat sich bei vielen Enzymen als bestes Reinigungsverfahren be- 
währt, beim Papain brachte sie keinen oder fast keinen Reinigungserfolg. Während 
das />j^-Optimum der Adsorption an Tonerde bei allen näher untersuchten Enzymen 
in saurem oder neutralem Gebiet liegt, wird das Papain an Tonerde maximal aus schwach 
alkalischer Eösung gebunden (I. Abhandlung). Diese beiden Eigentümlichkeiten lassen 
es als Gegenstück zum Invertin erscheinen, durch dessen Adsorption R. WillstÄtter 
bekanntlich die größten Reinigungserfolge erzielte, und an dessen Beispiel wir das Adsorp- 
tionsverhalten der Enzyme eingehend studiert haben ^ Unsere Untersuchung beschäftigt 
sich nun mit der Frage, weshalb die Adsorption des Papains an Tonerde und seine Phei- 
legung aus demAdsorbat von so geringem Reinigungserfolg begleitet war, und durch welche 
Mittel diese Methode trotzdem zur Reinigung des Papains nutzbar gemacht werden kann. 

Beim Studium der Invertinadsorption haben wir den Zusammenhang aufgesucht, 
der zwischen dem Erfolg der Reinigungsmaßnahmen und der P'orm der Adsorptions- 
kurven des Invertins an Tonerde besteht (wobei die Kurven die Beziehung zwischen 
der Konzentration in der Restlösung und im Adsorbat [12] ausdrücken). Wir haben 
gefunden, daß sich die Gegenwart weiterer adsorbierbarer Stoffe neben dem Enzym 
in einer Abweichung seiner Adsorptionskurve von der normalen Adsorptionsisotherme 
kenntlich macht, und daß man aus der Art dieser Abweichung Schlüsse auf die ein- 
zuschlagenden Reinigungsoperationen ziehen kann. Zwischen den Adsorptionskurven 
des Papains aus Succuslösungen und denen des Invertins, z. B. aus einem Hefeauto- 
lysat, besteht ein grundlegender Unterschied (siehe Abb. i). Die Kurve des Invertins (3) 
ist konkav gegen die Abszisse, die des Papains (2) aber konvex. Von den kleinsten 
Zusätzen des Adsorptionsmittels wird relativ viel Papain, aber wenig Invertin auf- 
genommen ; bei weiterem Adsorbenszusatz steigen die Adsorptionswerte des Invertins, 
die des Papains fallen. Es zeigt sich, daß Lösungen, die dem Beispiel des Invertins 
folgen, der Reinigung durch Adsorption zugänglich sind, die anderen sehr viel weniger. 
Da wir als die Ursache dieses Unterscliiedes eine Differenz der für die Adsorption wirk- 
samen Konzentrationen zwischen den Enzymen und ihren Begleitern erkannt haben, 
so bezeichnen wir in den beiden Beispielen das Invertin als einen Stoff in begünstigter, 
das Papain als einen in benachteiligter Konzentration. Um auch das Papain der Rei- 
nigung durch Adsorption zugänglich zu machen, lassen sich danach zwei Wege cin- 
schlagen, die Herstellung möglichst konzentrierter Losungen, um die Unterschiede im 
Adsorptionsverhalten des Enzyms und seiner Begleitstoffe auszugleichen, und die Ent- 
fernung eines Teils der Begleitstoffe vor der Adsorption, so daß das Enzym in ein be- 
günstigtes Konzentrationsverhältnis zu seinen Begleitern gerät. Für die von uns auf- 
gestellte Theorie der Adsorption von Gemischen ist es eine starke Stutze, daß beide 
Wege sich als gangbar erwiesen haben; allerdings ist der Erfolg der Konzentrations- 
erhöhung für die präparative Reinigung durch Adsorption noch zu gering. 

^ Über Enzyinadsorption I und II von H. Kraut vmd E. WEnzEE (VI. und VIL Abhand- 
lung Zur Kenntnis des Invertins von R. Wieestätter und Mitarbeitern), Diese Zs. Bd. 133, S. 1 
[1924] und Bd. 142, S. 71 [1925] {Abh. und 52). 
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Durch diese Erkenntnis ist die Abtrennui^g des Papains von seinen unwirksamen 
Begleitern nur um ein kleines Stück gefördert worden. Es gelang, die durch PorrocYan« 
kalium und Essigsäure fällbaren Eiweißkörper abzut rennen und durch [13] Behandlung 
mit Erepsin den Nachweis zu führen, daß einfache Peptide kein integrierender Bestand- 
teil des Papains sein können. Peptone und Polypeptide von dein Enzym zu trennen 
ist noch nicht gelungen. 

Zwei Schwierigkeiten sind es besonders, die sich der Reinigung des Papains ent- 
gegenstellen: die Ungenauigkeit der Be.stimmungsmethode, die eine richtige Beurteilung 
des Erfolges oder Mißerfolges von Reinigungsmaßnahmen vereitelt, und die Un- 
beständigkeit reiner Enzymlösungen, welche die Entfernung gewisser Begleitstoffe 
verbietet. 

Als Maß des Papains verwenden wir die von ihm nach Aktivierung durch Blau- 
säure in bestimmten Zeiträumen aus Gelatine frcigelegten Carboxylgnippen, die dutdi 
Titration in alkohoUschet Lösung nach der Methode von R. WilLSTÄttek und K. Wai.d- 
SCHmidT-Leitz' mit hinreichender Genauigkeit feststellbar sind, Irotzdcin sind zahl- 
reiche Widerspräche in bezug auf die Ausbeuten aufgetreten, und häufig die Erwar- 
tungen, die in eine Reinigungsmaßnahme gesetzt wurden, enttäuscht worden. Beim 
Vergleich einer größeren Reihe von Präparaten ergab sich schließlich, daß bei einem 
Drittel in irgend einem Stadium der Reinigung Ausbeuten über loo % auftraten, ja daß 
man durch einfache Operationen die im Succus be.stimmbare Wirkung bis auf das 
i'/zfache erhöhen kann. Wir haben aus diesen Beobachtungen geschlossen, daß das 
Papain im Succus von einem Heramungskötper seiner Wirkung begleitet ist, dessen 
Abtrennung oder Anreicherung, Erhaltung oder Zerstörung die Verantwortung für die 
Ungenauigkeit der Ecstimmungsmethode trägt. Die Erhöhung der Papainw.rknng 
durch Verdauung mit Erepsin lehrt, daß der Hemnmngskörper zur Klasse der 1 eptulc 
gehört. Da es nicht gelang, eine sichere Methode für seine Abtrennung zu finden 
sind alle Bestimmungen mit einer großen Unsicherheit behaftet. Häufig laßt es sieh 
nicht entscheiden, ob güte Ausbeuten und große Reinigungserlolge nicht durch Ent- 
fernung [14] des Hemmungskörpers, schlechte durch seine Anreicherung vorgetauscht 

Das Papaiu erinnert in dieser Beziehung sehr an ein andere,s pflanzliches Enzym 
die Peroxydase deren Hemmung durch einen Begleitstoff von R. WnxsTAt'rER und 
:ufgefunden wurde-). Hie Schilderung vieler 
der Peroxydase läßt sich fast 

4.. Ä« i" H.Äldo™. d,» b.cc« C.n« PW . 


Chein. Ber. Bd. 54- S. 2988 ^er Cheni. Bd. 430, S.269 [1923]- Auch 

') III. Abhandlung über !' ^Sfas*üs«i hSachteten R. WrusTAmR und 


Peroxydase, Liebigs 

bei der Touerdeadsorption^des die Entfernung eines Henuiiungskörpers 


H. Persibl Steigerungen der Wirksaiiikeit, . 
zurückführten. (Diese Zs. Bd. 142. S- 24S ' ' 
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feststellbar ist. Das Papain besitzt überhaupt in den Succuslösungen Eigenschaften, 
die wir son^t erst bei reineren Enzymen anzutreffen gewohnt sind. Bringt man es nur 
auf wenig höhere Reinheitsgrade, z. B. auf das Fünffache, so verliert es bei weiteren 
Reinigungsversuchen seine Beständigkeit so sehr, daß der Erfolg dadurch völlig kom- 
pensiert wird. Bei anderen Enzymen sind wir gewohnt, Steigerungen der Reinheit 
auf das Fünffache als unbedeutend anzusehen, und selbst solche auf das 100 fache 
sind häufig noch nicht als wesentliche Änderungen des Systems zu betrachten. Das 
Papain scheint in der Tat in besonders konzentriertem Zustand im Milchsaft des Melo- 
nenbaumes vorzukommen. Nimmt man die Identität des Papains und des Bromehns 
der Ananas als erwiesen an, so ist das Enzym in den besten Präparaten aus dieser 
Frucht, die durch Fällung mit Ammonsulfat gewonnen sind und den 10- bis 20 fachen 
Reinheitsgrad des Preßsaftes besitzen, immer noch viermal unreiner als das Ausgangs- 
material unserer Untersuchung, der Succus Caricae Papayae. Wichtig für die Er- 
klärung der Unbeständigkeit erscheint aber auch die Einheitlichkeit der das Papain 
begleitenden Stoffe. Im Succus fanden wir nämlich [15] trotz seiner pflanzlichen Her- 
kunft gar keine Kohlehydrate, sondern neben wenig Harzen oder Sterinen, die schon 
bei den ersten Schritten der Reinigung Zurückbleiben, nur Eiweißkörper und ihre 
Abbauprodukte. Bei den bekannten Schwierigkeiten ihrer Trennung ist es einleuch- 
tend, daß man entweder keinen Reinigungserfolg erzielt oder aber so viel von den Be- 
gleitstoffen entfernt, daß dem Enzym auch die zu seiner Beständigkeit notwendigen 
genommen werden. 

Die Begleitstoffe spielen aber nicht nur die Rolle von Stabilisatoren, sondern auch 
diejenige von Koadsorbentien ; reineres Papain ist nämUch noch weniger adsorbierbar. 
Da an der Unbeständigkeit des Enzyms eine weitere Reinigung scheitert, haben wir 
versucht, den Nachweis, ob die natürlichen Begleiter des Papains aus bekannten Körper- 
klassen für seine Wirkung notwendig sind oder nicht, auf andere Weise zu führen. Wir 
haben dem Papain als Stabilisator und Koadsorbens Hefegummi zugesetzt, dem eine 
ähnliche Rolle als Begleiter des Invertins zukommt. Diesen Hefegummi kann man 
selbst in kleinen Mengen leicht quantitativ bestimmen und so die Reinheit des neben 
ihm vorhandenen Papains auch ohne seine Abtrennung feststellen. Die Entfernung 
der Eiweißabbauprodukte ist noch nicht beendet. Immerhin sind wir auf diesem Wege 
zu den bisher reinsten Papainpräparaten gelangt, die neben Hefegummi nur noch 
den zehnten Teil der im Succus vorhandenen Stoffe enthalten. 

I. Zur Bestimmung des Papains. 

Als Bestimmungsmethode unseres Enzyms diente die von R. WieestÄTTER und 
W. Grassmann ausgearbeitete Titration der nach Aktivierung des Papains mit Blau- 
säure aus Gelatine freigelegten Carboxylgruppen E Die Genauigkeit der Bestimmung 
ist gegeben durch die Erkennungsgrenze des Umschlagspunktes bei der Titration in 
qoproz. Alkohol mittels Thymolphthalein als Indicator, die von R. WieestäTTER und 


^ Diese Zs. Bd. 138, S. 184, uud zwar S, 201 [1924]. 
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W. Grassmakn auf ± 0,04 ccm angegeben udrd. Im optimalen [16] ßestim- 

mungsbereich von 20 bis 40 P.K. bedeutet diese Menge einen Fehler von I2bis^i5% 
des angewandten Enzyms. Wir beobachteten aber so zahlreiche Abweichungen die 
weit außerhalb der Grenze der Versuchsfehler liegen, daß wir zu dem Schluß gezwungen 
sind, die Aktivierung des Enzyms durch Blausäure überwinde keineswegs alle anderen 
Einflüsse auf den Reaktionsverlauf ^ Es muß vielmehr zum mindesten ein spezifischer 
Hemmungskörper der Papainwirkung im Succus Caricae Papayac vorhanden sein. 

BekanntHch gilt als Einheit der Papainmenge (P.E,) die Wirksamkeit von i mg 
des trockenen Succus Caricae Papayae (Mkrck). Den Reinheitsgrad des Papains be- 
zeichnen wir nach der Vorschrift von R. Wiuustätter und R. Kuhn^ als Papain- 
wert (P.W.), definiert durch die Zahl von Papaineinheiten in i mg Präparat. Allein 
die ^l^irksamkeit des Papains läßt sich durch einfache Operationen beträchtlich steigern 
z. B. durch Filtrieren der Succuslösungen mit Kieselgur (0,1 bis i mg auf i P.F,.). 
Die Aktivitätssteigerung betrug hier im Maximum 45 % , gewöhnlich um 20 % der schein- 
baren Einheiten, Dasselbe bewirkt oft schon die Extraktion des vSuccus mit Chloro- 
form, vor allem bei Gegenwart einer Spur Ammoniak oder Natronlauge. Ebenso erhöht 
Zusatz von Ammoniak zur Alkoholfällung der Succuslösungen (auch der mit Chloro- 
form extrahierten) die Ausbeuten, die dadurch gelegentlich über 100 und bis zu 150 % 
betragen. Sogar der einfache Ainmoniakzusatz zu Succuslösungen kann Aktivitäts- 
zunahmen bis zu 44% bewirken. Die größte vSteigerung wies ein Präparat auf, das eine 
Extraktion mit Chloroform unter Ammoniakzusatz, eine Alkoholfällung unter Ammo- 
niakzusatz und eine gostündige Dialyse durchgemacht hatte. Seine Wirksamkeit 
übertraf diejenige des angewandten Succus um 75% der scheinbaren Einheiten. 

Diese Ausbeutesteigerungen sind manchmal Zeitreaktionen; so fanden wir in einer 
mit Bleiessig und Alkoholfällung gereinigten Eösung nach 4 Wochen 55 % , nach 9 Wochen 
73% [17] vom Papaingehalt des angewandten Succus, in einem mit Chloroform extra- 
hierten, trocken aufbewahrten Succus 5 Wochen nach der Herstellung 2 % Abnahme, 
nach 13 Wochen 52 % Zunahme. 

Adsorbiert man gesättigte Succuslösungen mit Tonerde, so findet man in der . 
Hälfte der Restlösungen mehr Papaineinheiten, als zum Versuch verwendet waren. 
Dazu lassen sich aus den Adsorbaten noch beträchtliche Papain mengen, meist 10 bis 
30% der angewandten, eliiieren. Auch in den Tonerdeadsorptionen aus reineren Lö- 
sungen beobachtet man diese Erscheinung. Ein Adsorbat aus durch Selbstverdauung 
gereinigter Lösung gab eine Elutionsausbeute von 179 % der Papainmenge, die nach 
dem Gehalt der Restlösung als adsorbiert berechnet worden war. Tn anderen Fällen 
fanden wir 104, 106, 142% des zur Adsorption angewandten Papains in den Rest- 
lösungen und konnten doch in den entsprechenden Versuchen 50, 25 und 15 % aus den 
Adsorbaten eluieren. Man kann den Übergang des Hemniungskörpers in das Adsorbat 

* Siehe die entsprechende Vermutung von V itIvST.^tter und Grassjunn auf S, 204 der 
zitierten Abhandlung. 

* Chem. Bd. 56, S. 509 [1923] {Ahh. 6), 


Willstälter, Enzjme. 
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und in die Elution nachweisen; zu einem Adsorptionsversucli aus gesättigter Succus- 
lösung wurden 8900 P.E. und 1140 mg AUO3 in 60 ccm angewandt. Die Restlösung 
enthielt 10500 P.E. Das Adsorbat wurde mit 25proz. Alkohol gewaschen und dann 
mit 75o~Essigsäure eluiert. In der Elution fanden sich 1120 P.E. vor. Wir adsorbier- 
ten sowohl die Restlösung, als auch die Elution nochmals an Tonerde und fanden die 
Adsorption der Restlösung normal, dagegen bei der Adsorption von 87 P.E. der Elution 
mit 62 mg AI2O3 in 25 ccm wiederum iio P.E. in der neuen Restlösung. 

Während bei Extraktionen, Fällungen und Adsorptionen die Entfernung des 
Hemmungskörpers als hinreichender Grund der Aktivitätssteigerung erscheint, stößt 
die Erklärung der Steigerung durch Ammoniakzusatz auf größere Schwierigkeiten. 
An eine Verschiebung ist nicht zu denken, da die Bestimmung unter Pufferzusatz 
ausgeführt wird, und das der Enzymwirkung aus der Untersuchung von 

R. WiEESTÄTXER Und W. Grassmann genau bekannt ist = 5,0). Man kann viel- 
leicht annehmen, daß die Verbindung Enzym— Hemmungskörper durch Ammoniak 
zerlegt wird. 


[18] Zusammenstellung von Belegen für die Anwesenheit des Hennnungskörpers. 
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[19] Es ist weder gelungen, eine sichere Methode zur Abtrennung des Hemmungs- 
’körpers aufzufinden, noch auch die maximale Wirksamkeit des hemmungskörperfreien 
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Papains zu bestimmen. Der Grund liegt in der geringen Beständigkeit des Knzj'ins, 
die nicht erlaubt, mehrere Reinigungsoperationen nach einander ohne Abnahme der 
Wirksamkeit durchzuführen, und die häufig das Resultat der Abtrennung des Hem- 
mungskörpers fälscht. Ks scheint sogar, daß die Gegenwart des Hemmungskörpers 
mit der Beständigkeit des Enzyms in einem gewissen Zusammenhang steht, denn wir 
beobachteten gelegentlich gerade nach hohen Aktivitätssteigerungen besonders raschen 
Wirksamkeitsverlust, fast bis zu völliger Inaktivierung. Man wird annehmen können, 
daß das günstigste Resultat der Aktivitätssteigerung auf 175 der im Succus be- 
stimmten Enzym men ge eher noch einen zu niedrigen Wert für die Wirksamkeit des 
hemmungskörperfreien Papains darstellt. Für die Reinigung des Papains ist die nicht 
genau bestimmbare Gegenwart des Hemmungskörpers eine Erschwerung. Da man 
Enzymmengen und Reinheitsgrade durch die enzymatische Wirksamkeit mißt, so 
verschleiert die Anreiclierung oder Entfernung des Hemmungskörpers häufig den wirk- 
lichen Erfolg einer Reinigungsoperation. 

Uber die Natur des Hemmungskörpers haben wir durch einen indirekten Versuch 
Aufklärung erhalten. Wir versetzten ein Papainpräparat vom P.W. 5,2 (Bleipliosphat- 
restlösung, siehe Abschnitt : Reinigung des Papains) mit Erepsin (0,0076 Einheiten ; 
insgesamt 40 ccm; neutrale Reaktion), in der Absicht, niedere Ei weiß Spaltprodukte 
vollends zu Aminosäuren abzubauen. In 5 Tagen erreichten wir einen Aciditäts- 
zuwachs der angewandten 222 mg vSubstanz von 0,47 ccm "/5-SäuTc. Eine Bestimmung 
des Erepsins mit Ivcucyl-glycin ergab seine vollständige Zerstörung. Trotzdem war die 
Wirksamkeit des Papains 12% höher als vor dem Versuch. Diese Erhöhung fällt zwar 
noch in die Fehlergrenzen der Bestimmung, aber bei einem Präparat dieses Reinheits- 
grades wäre schon die Erhaltung der ursprünglichen Wirkung in 5 Tagen nur durch 
Erhöhung der Wirksamkeit des noch vorhandenen Enzyms zu erklären. Wir schließen 
daher, daß der [20] Hemmungskörper durch Erepsin zerstört wird, also zur Klasse 
der Peptide gehört. Damit stimmt auch seine Entfernung durch Alkoholfällung und 
durch Diah'sc überein, 

II. Zur Methodik der Enzym rein igung durch Adsorption. 

Tn zwei Untersuchungen über Enzym adsorption ^ haben wir versucht, die Gesetz- 
mäßigkeiten aufzufinden, die der Adsorption der Enzyme zugrunde liegen, und einen 
sicheren Anhalt dafür zu gewinnen, welche der zahlreichen Variationen der Adsorptions- 
methodik in jedem einzelnen Falle zur Reinigung eines Enzyms anzuwenden sei. Die 
Grundlage dieser Betrachtungen, nämlich eine Theorie über die Adsorption von Ge- 
mischen, ist inzwischen weiter entwickelt worden 2. 

Der quantitative Verlauf der Adsorption eines einzelnen Stoffes wird bekanntlich, 
hinreichend verdünnte Tösungen und hinreichenden Abstand vom Ursprung der Kurve 
und vom Sättigungszustaiid vorausgesetzt, durch die Freundlich sehe Adsorptions- 

^ A. a. 0. 

^ Habilitationsschrift H. Kraut, München 1925, s. 3 /-«. 
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isotherme dargestellt (AAV. = « • 3^ siehe Abb. i, Kurve i). Charakteristisch für 

den quantitativen Verlauf der Adsorption eines einzelnen gelösten Stoffes ist es, daß 
seine Adsorptionswerte mit steigender Konzentration der Restlösung efst rasch, dann 
immer langsamer einem Maximum zustreben, das sich auch bei größter Konzentrations- 
steigerung nicht mehr verändert. Diejenige Restlösungskonzentration, bei der der 
Adsorptionswert das Maximum erreicht (bei der das Adsorbens also mit dem Adsorben- 
dum gesättigt ist), wollen wir als die Sättigungskonzentration bezeichnen. 

Vielleicht wird auch die Adsorption eines Gemisches, wenn man stets die ge- 
samten adsorbierten Mole feststellt, ungefähr das Bild der Adsorptionsisothenne 
• ergeben. Aber [21] für die Adsorption eines einzelnen Stoffes aus diesem Gemisch 
erhält man Kurven von ganz beliebigem, von der normalen Isotherme völhg ver- 
schiedenem Verlauf. Der Teil des Adsorptionsmittels, den jeder einzelne Stoff eines 
Gemisches bei einem bestimmten Adsorptionsversuch einnimmt, soll als Teilungs- 
faktor des Stoffes bezeichnet werden. Zur Deutung der Adsorptionskurve eines ein- 
zelnen Stoffes des Gemisches ist es also notwendig, die Änderungen dieses Teilungs- 
faktors bei Zusatz verschiedener Adsorbensmengen festzustellen. Wir machen die 
Annahme, daß dieser Teilungsfaktor relativ um so größer wird, je größer der Ad- 
sorptionswert des Stoffes bei Adsorption aus seiner reinen Lösung wäre. d. h. je mehr 
seine Konzentration im Gemisch an die Sättigungskonzentration der reinen T.ösung 
herankommt. Befindet sich ein Stoff des Gemisches in geringerer Konzentration, als 
dem maximalen Adsorptionswert aus seiner reinen Lösung entspricht, so wird er auch 
im Gemisch mit einem geringeren Faktor in die Teilung des Adsorbens eingehen. Nach 
dieser Theorie ist es für den quantitativen Verlauf der Adsorption bestimmend, daß 
durch die Anwendung verschiedener Adsorbensmengen sich die Konzentrationen 
aller Stoffe des Gemisches in den Restlösungen verändern. 

Betrachtet man die Adsorptionskurve, welche man durch Bestimmung der Ad- 
sorptionswerte eines einzelnen Stoffes aus einem Gemisch (z. B. des zu reinigenden 
Enzyms) bei Zusatz steigender Adsorbensmengen erhält, so kann man nach dieser 
Theorie aus dem Verlauf der Kurve die Änderung des Teil ungs Verhältnisses dieses 
Stoffes zu den übrigen entnehmen ^) : 

[22] Befindet sich in der Lösung der untersuchte Stoff weiter unterhalb der Sätti- 
gungskonzentration als seine Begleiter, so ist sein Anspruch auf das Adsorbens bei Zu- 

3 Als Adsorptionswert (A.W.) bezeichnen wir wie in den früheren Abhandlungen die von 
i g des Adsorbens aufgenommene Menge des adsorbierten Stoffes, während Freundlich die 
Konstante ot als Adsorptionswert bezeichnet, c ist die Konzentration des adsorbierten Stoffes in 
der Lösung nach erfolgter Adsorption. 

') Alle Adsorptionskurven nehmen wir in der Weise auf, daß wir die Knzymlösung zusammen 
mit verschiedenen Adsorbensmengen auf dasselbe Volumen {berechnet auf die angewandte 
Enzymmenge) bringen, ab zentrifugieren und den Enzymgehalt der Restlösnng bestimmen. Die 
Gründe für dieses Verfahren sind in der I. Abhandlung über Enzym adsorption auseinander - 
gesetzt. Beim Zusatz der gelinkten Adsorbensmengen befindet man sich also am rechten Ende 
der Kurven, nämlich bei den höchsten Restlösungskonzentrationen. Mit steigendem Advsorbens- 
zusatz nähert mau sich mehr und mehr dem Kurvenursprung, bewegt sich also auf den Kurven 
von rechts nach links. 
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Satz der geringsten Adsorbensuienge noch relativ am größtem Je mehr Adsorbens 
man zusetzt, desto geringer wird der Anspruch dieses Stoffes auf das Adsorbens, wäh- 
rend bei den anderen Stoffen, die sich näher an der Sättigungskonzentration ihrer Rest- 
lösungen befinden, die Teilungsfaktoren sich gar nicht oder zuin mindesten weniger 
verändern. Der Adsorptionsverlauf dieses Stoffes wird durch Kurve 2 der Abb. i 
dargestellt und ist charakterisiert durch den anfangs sehr allmählichen, dann immer 
steiler werdenden Anstieg der Adsorptionswerte mit steigender Konzentration der 
Restlösung. 



I. Normale Isotherme. 2. Isotherme eines Stoffes in benachteiligter Konzentration. 

3. Isotherme eines Stoffes in bevorzugter Konzentration. 

Ist aber die Mehrzahl der Begleiter weiter von der Sättigungskonzentratioii ent- 
fernt als der untersuchte Stoff, so bleibt bei Zusatz steigender Adsorbensmengen sein 
Teilungsfaktor eher erhalten, als diejenigen seiner Begleiter. Der geringste Zusatz von 
Adsorbens nimmt darum von dem untersuchten vStoff relativ wenig auf, während mit 
steigenden Adsorbensmengen sein Adsorptionswert ansteigt, bis auch er durch fort- 
schreitende Adsorption genügenden Abstand von seiner Sättigungskonzentration er- 
reicht hat. Den Adsorptions verlauf dieses vStoffes stellt Kurve 3 in Abb. i dar. Er 
ist ausgezeichnet durch ein Maximum der Adsorptionswerte bei mittleren und ein 
Absinken bei höheren Restlösungskonzentrationen. 

[23] Wir haben nun vorgeschlageti h je nach dem Konzentrationsverhältnis von ge- 
suchtem Stoff und seinen Begleitern, von Stoffen in bevorzugter oder in benachteiligter 
Konzentration zu reden. Stoffe in bevorzugter Konzentration sind solche, die sich 
näher am oder weiter im Gebiet der Sättigungskonzentration ihrer Adsorptionsisotherme 
befinden, als ihre Begleiter. Umgekehrt ist ein Stoff dann in benachteiligter Kon- 
zentration, wenn er weiter von der Sättigungskonzentration seiner Adsorptionsiso- 
therme entfernt ist als seine Begleiter von den ihrigen. 

In der I. und II. Abhandlung über Enzymadsorption wurde, um denselben Ge- 
dankengang auszudrückeii, nicht ganz eindeutig von besser oder schlechter adsorbier- 
baren Stoffen gesprochen und von einem Abfall der Adsorbierbarkeit bei Entfernung 
vom Gebiet der Sättigungskonzentration. Diese Ausdrucksweise kann zu Mißverständ- 
nissen führen, da unter Adsorbierbarkeit offenbar meist der gesamte Verlauf einer 

‘ Habilitationsschrift H. Kraut, München J925, S. 48. 
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Adsorptionsisotherme, nicht aber deren einzelne Punkte bei verschiedenen Restlösungs- 
konzentrationen verstanden werden. 

Auf Grund der entwickelten Vorstellungen lassen sich einfache Anhaltspunkte 
für die Zweckmäßigkeit der verschiedenen Variationen der Adsorptionsmethode ge- 
winnen Im allgemeinen können nur solche Enzyme durch Adsorption leicht auf höhere 
Reinheitsgrade gebracht werden, die sich gegenüber ihren Begleitern in bevorzugter 
Konzentration befinden. Häufig lassen sich dann die Gegensätze durch Verdünnen der 
Lösungen noch steigern, so daß die Adsorption sich auswählender gestaltet. Ebenso 
gelingt es in diesem Falle meist, durch Vorwegadsorbieren eines unreineren Anteils 
das Enzym in noch bevorzugtere Konzentration gegenüber seinen Begleitern zu ver- 
setzen. Wenn sich aber das Enzym in benachteihgter Konzentration gegenüber seinen 
Begleitern befindet, so darf man, um die Adsorption auswählend zu gestalten, nur einen 
Bruchteil des Enzyms an das Adsorbens binden. Während man im vorigen Falle durch 
[24] Verdünnen die Gegensätze vermehrt hat, wird man hier versuchen, durch Her- 
stellen möglichst konzentrierter Losungen das Enzym näher an seine Sättigungs- 
konzentration heranzurücken. Die Reinigung kann durch Wiederholung der Adsorp- 
tion weitere Fortschritte dann machen, wenn es mit den ersten Operationen gelang, 
das Enzym aus dem Verhältnis der benachteiligten Konzentration gegenüber seinen 
Begleitern in das der bevorzugten zu versetzen. Andernfalls hat die weitere Anwendung 
der Adsorption, wenigstens mit demselben Adsorbens, keinen Erfolg mehr, ebenso 
nicht, wenn die Adsorptionskurve durch die Reinigungsoperation die Form der Ad- 
sorptionsisotherme annimmt. 

ITI. Reinigung des Papain s. 

In der Untersuchung von R. Wieestätter und W. Grassmann über die Akti- 
vierung des Papains durch Blausäure^) sind einige Versuche zur Anreicherung des 
Enzyms unternommen worden. Dabei fällt auf, daß die Adsorption an Tonerde, die 
bei so zalilreichen anderen Enzymen den Reinheitsgrad weitgehend steigert, hier selbst 
durch wiederholte Anwendung wenig mehr als die Hälfte der vorhandenen Begleit- 
stoffe abtrennte. Etwas besser wird der Reinheitsgrad des Papains, wenn man die 
wäßrige Lösung des Succus Caricae Papayae unter Zusatz von Blausäure einem Eiweiß- 
abbau unterwirft und das Produkt dieser Selbstverdauung mit dem 4- bis 5 fachen 
Volumen an Alkohol fällt. Übereinstimmend mit Wielstätter und Grassmann 
haben wir nach dieser Methode Papainwerte von 2 bis 3 erhalten. 

So vorgereinigte Lösungen unterwarfen wir der Adsorption an Tonerde mit dem 
überraschenden Ergebnis, daß der Reinheitsgrad des Papains z, B. bei Adsorption 
von 50 % des vorhandenen Enzyms in den Elutionen und in den Restlösungen völlig 
unverändert blieb. Der Adsorptionsverlauf zeigt in unseren, wie in den Versuchen von 
WiEESTÄTTER und Grassmann, in dem anfangs sehr allmählichen, später immer steiler 

* Siehe die II. Abhandlung über Eiizymadsorption und Habilitationsschrift Kap. IV. 

‘) Diese Zs. Bd. 138, S. 184 [1924]. 
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werdenden Anstieg der Adsorj^tionswerte bei steigender [25] Restlösuiigskoiizeiitration 
das typische Bild der Adsorption eines Stoffes in benachteiligter Konzentration (siehe 
Kurve i der Abb. 2). 

SOÖ 


HQO 


100 


0 

Abb. 2. Adsorptionskurven von Papainlösuiigeii an Tonerde in versehiedenen 
Anfangskonzentrationeil. 

Wäßriger Auszug des Succus Caricae Papayae, gereinigt dnrcli Sellistverdauung, Dialyse und 

Alkoholfällung ( PAV. 2,8) . 


All gewandte Mengen AdSDi- 

; liierte .\.\V. r* 

\ P.E. I g Al.Oa a’in " 

Kurve i 37 j ü,oi6 ■ 25 ! 1480 ; 5 312 ' 1280 

37 ! 0,060 I 25 I 14^” ; 7 

37 j 0,120 j 25 I 1480 I 12 100 1000 

Kurve 2 370 j 0,016 j 25 14800 | 70 1 43 ^^^ 12000 

370 ; 0,032 i 25 14800 j 133 ' 41 5“^’ ; 94^0 

370 I 0,060 ; 23 1.1800 ] I7<i 2840 8000 

370 ' 0,240 ' 25 14800 I 214 892 6240 

* cj. ist die Anfaiigskonzentration, c die Restlösungskonzcntration (IMC. in [ 1 ). 

Der geringste Zusatz von Ahmiiniunihydroxyd nimmt relativ am meisten Papain 
auf und man erhält durch Adsorption von nur iü% des vorhandenen Enzyms und 
darauffolgende Elution, mit “/50-Essigsäure eine Eösung von PAV. 7? einen recht 
hohen Reinheitsgrad, bei einer Ausbeute von 7% des angewandten Enzyms. Pür prä- 
parative Zwecke ist ein derartiges Verfahren ungeeignet. Ist die Deutung der ersten 
Kurve der Abb. 2 richtig, so muß die Erhöhung der Konzentration den Gegensatz des 
Papains zu seinen Begleitern mildern, die Adsorptionskurve also der Adsorptions- 
isothernie ähnlicher werden. Dies ist der Eall, wenn man die Anfangskonzentration 
auf das [26] lofadie erhöht, nämlich von 1480 P.E. pro Eiter in Kurve i auf 14800 
in Kurve 2. Man erhält den ausgeprägten Wendepunkt dann schon bei der Adsorp- 
tion von 50% des vorhandenen Papains. Während die.ses Resultat eine starke Stütze 
unserer Erklärung für den Adsorptionsverlauf des Papains bildet, trägt es nur in ge- 
ringem Maße zur Reinigung bei. In einem größeren Versuch (P.W. der vorgereinigten 
Lösung 2.4) lieferte die Adsorption von 50% des Papains eine Elution vom P.W. 3.0. 
während der P.W. der Restlösung auf 2,1 sank. Auch die maximale Steigerung der 
Konzentration durch Herstellung einer gesättigten Lösung aus dem Succus ergab kein 
besseres Resultat. Eine Elution besaß den P.W. 3,3, eine andere allerdings 5,3, aber 
dieses Präparat lieferte nur 12% Elutionsausbeute. 
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Unsere Versuche der Adsorption an Tonerde sind alle mit dem Polyaluminium- 
hydroxyd A ausgeführt ^ R. Wieestätter und W. Grassmann haben auf Grund 
zweier Stichproben, in denen gealtertes Orthoaluminiumhydroxyd* dreimal mehr En- 
zym aufgenommen hatte als Sorte A, jenem den Vorzug gegeben. Stichproben sind 
aber zur Entscheidung über die Auswahl eines Adsorbens unzulänglich. Für* die 
reinigende Wirkung von Adsorbentien ist nicht so sehr die Höhe der Adsortionswerte, 
als vielmehr die Auswahl zwischen dem Enzym und seinen Begleitstoffen maßgebend. 
Zwei Vergleichskurven mit Ortho- und mit Polyhydroxyd (Abb, 3) lassen uns das 
letztere zur Reinigung geeigneter erscheinen, da hier der Anstieg der Adsorptionswerte 
schon bei wesentlich niedrigeren Restlösungskonzentrationen erfolgt. 

Um den Reinigungserfolg von Adsorptionsversuchen zu ermitteln, entfernt man 
die zur Elution zugesetzten Stoffe vor der Trockengewichtsbestimmung durch Dialyse. 
Wir stellten fest, daß weder durch Fischblase noch durch Pergamentpapier bestimmbare 
Mengen von Papain durchtreten. Abnahmen der [27] Wirksamkeit während der Dialyse 
sind danach nicht durch mechanischen Verlust, sondern durch Enzymzerstörung zu 
erklären. 



Abb. 3. Vergleich verschiedener Tonerdesorten. 

Adsorption von durch Alkoholfällung gereinigtem Succus an Polyaluminiumhydroxyd A {Kurve i) 
und an Orthoahiminiumhydroxyd (Kurve 2). 



.^ngewaiid 

P.E. 

te Mengen ; 

g Al, 0 , 1 

Vol. 

C-A 

Adsor- 

bierte 

P.E. 

A.W. 

c 

Kurve i 

139 

0,049 

50 

\ 2780 

74 

1510 

1300 


139 

0,200 

50 

i 2780 

82 

410 

! I 140 


139 

0,400 

50 

1 2780 

I 12 

! 280 

540 

Kurve 2 

105 

j 0,050 

SO 

2600 

15 

300 

1800 


105 ' 

0,100 

50 

i 2600 

20 

200 

1700 


105 j 

0,200 

50 

' 2600 

■ 30 

150 

1500 


105 i 

0,400 

SO 

2600 

45 

HO 

12O0 


Das Papain scheint gegen die Entfernung der dialysierbaren Stoffe wenig empfind- 
lich, solange es noch geringe Reinheitsgrade besitzt. Eine durch Selbstverdauung vor- 
gereinigte Succuslösung wurde 2^2 Tage durch Fischblasenmembran dialysiert, wobei 

^ R. WiEESTÄTTER und H. KrauX, Chera. Ber. Bd. 57, S. 1082 [1924] {Abh. 20). 

* R. WiEESTÄTTER. H. KRAuTund 0 . Erbacher, Chem. Ber. Bd. 58, S. 2448 [1925] [Abh. 22). 
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17% zerstört wurden. Der P.W. stieg durch die Dialyse von 1,4 auf 2,1. Diese Be- 
ständigkeit kann allerdings auch durch Entferming des Hemmungskörpers vorgetäuscht 
werden. Sie verschwindet mit fortschreitender Reinigung, Bin Präparat vom P.W. 4,7 
verlor schon bei I5stündiger Dialyse 65% seiner Wirksamkeit. Wir berechnen [28] da- 
her, wie es bei Enzymen, die nicht dialysenbeständig sind, unvermeidlich ist, den P.W. 
aus der Wirksamkeit vor und aus dem Trockengewicht nach der Dialyse. 

Wiegen des allzu geringen Erfolges der Konzentrationssteigerung haben wir ver- 
sucht, vor der Adsorption auf anderem W"ege so viel von den Begleitstof feii zu ent- 
fernen, daß ihr Verhältnis zum Enzym sich uinkehrt.' 

Eine starke Anreicherung des Enzyms gelang durch Fällung eines Teils der Eiweiß- 
körper mit Ferrocyankalium und Essigsäure, am besten aus Enzynilösungen, die durch 
Fällung des Succus mit Alkohol unter Zusatz von Ammoniak bereitet waren (P.W. 
etwa 2,5). Das Ferrocyankalium (iproz.) setzten wir zur essigsauren I^ösung so lange 
zu, als noch eine Fällung entstand (z. B. 33 ccm auf 5 g angewandten Succus in 100 ccm 
* 76 -Essigsäure) . Dann vermischten wir mit Kieselgur und saugten rasch ab. Ein gutes 
Präparat gab den P.W. 5,1 bei 32% Ausberite, ein anderes sogar P.W. 8,1 bei 66% Aus- 
beute. Solche Ausbeuten sind indessen selten. Xnir die weitere Reinigung haben wir 
uns daher Heber des im folgenden beschriebenen Verfahrens der anteilweisen Fällung 
mit Bleiphosphat bedient, das R. WikkStÄTTKR, K. Schneider und E. Wenzee* bei 
der schwierigen Abtrennung des Invertins von seinen inaktiven Begleitern als zweck- 
mäßig erprobt haben. 

Man versetzt die auf 0° abgekühlte Eösuug mit der beabsichtigten Menge Di- 
ammonphosphat und läßt dazu unter stetem Umschütteln tropfenweise die berechnete 
Menge Bleiacetat fließen (i ccm einer Eösung von 132,1 g Diammonphosphat fällt 2 ccm 
einer Lösung von 284,4 g Bleiacetat, je in 1 1 Wasser). Der entstandene Nieder- 
schlag wird möglichst rasch abzentrifugiert und die klare I^ösung mit Ammoniak 
neutralisiert. 

Ein Vorversuch ergab, daß es zweckmäßig ist, die Bleiphosphatfällung in möglichst 
konzentrierter Lösung vorzunehmen. Wir haben deshalb aus dem Succus gesättigte 
Papainlösungen bereitet, die meist einen P.W^ von 1,4 bis 1,8 besitzen. Sie sind für 
die Bleiphosphatfällung um so geeigneter, je mehr [29] Papaineinheiten sic enthalten. 
Um sie besser filtrierbar zu machen, ist es zweckmäßig, vor der Auflösung in Wasser 
etwa IO % der Trockenbestandteile des Succus durch Extraktion mit Chloroform (50 ccm 
auf IO g Succus) zu entfernen. Ist alles Chloroform durch kurzes Verweilen im Vakuum 
verdampft, so läßt sich das fein zerriebene Pulver in kleinen Portionen durch Schütteln 
mit Glasperlen gleichmäßig mit Wasser von 4^ ^ aiifeuchten und nach Zusatz der ge- 
samten Wassermenge (25 ccm auf 10 g Succus) und darauffolgendem Vermischen mit 
Kieselgur (i g auf 10 g Succus) durch ein Rapidfilter absaugen. Geringe Trübungen 
setzen sich über Nacht zu Boden und können nach Abgießen der klaren Lösung durch 
Filtration mittels Rapidfilter leicht vollends entfernt werden. 

HsIL Abhaiidl. zur Kenntnis des Invertins, Diese Zs. Bd. 151, S. i, und zwar S. 16 [i 925 l- 
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Ks ist der Vorzug des anteilweise entstehenden Bleiphosphates, daß es ganz be- 
sonders auswählend adsorbiert. Man muß daher genau den günstigsten Punkt ermitteln, 
an dem mit möglichst viel ausgefälltem Eiweiß die geringste Menge Papain entfernt 
wird. Kleine Mengen von Bleiphosphat schlagen schon etwas Papain nieder. Z. B. 
nahmen 0,06 mg Bleiphosphat auf i P.E. 30 % des Enzyms mit sich. Als wir aber die 
erhaltene Restlösung nochmals mit 0,06 mg pro Einheit fällten, fanden wir den Papain- 
gehalt gegenüber der ersten Restlösung um 20 % erhöht. Daraus geht mit Sicherheit 
hervor, daß dieses Verfahren den Plemmungskörper der Proteolyse entfernt, aber an- 
scheinend erst, nachdem eine gewisse Menge anderer Stoffe zugleich mit etwas Enzym 
niedergeschlagen wurde. Panige der später beschriebenen Versuche lehren jedoch, daß 
die Entfernung des Hemmungskörpers nicht immer vollständig ist. 


Wirkung verschiedener Mengen Bleiphosphat'. 


Bleiphosphat pro 
Einheit in mg 

In der Restlösung he- 
.stimmte Knzjanmengc 

PAV, der Restlosi 

0,1 

84% 

4,6 

0,2 ■ 

100 % 

5,4 

0.3 i 

68% 


0,4 : 

96 "i) 

1 5.6 

0,5 1 

1 76 % 



[30] Danach ist es am besten, 0,2 bis 0,4 mg Bleiphosphat pro i P.E. entstehen zu lassen. 
Normaler Weise erhält man P.W. 5 bis 6, gelegentlich mißlingt aber auch eine derartige 
Reinigung (P.W. 2,5 bis 4). 

Out geglückte Restlösungen der Bleiphosphatfällung haben uns zum Studium der 
Adsorption an Tonerde gedient. Der Zweck der Bleiphosphatfällung sollte sein, den 
Enzymlösungen so viel an Begleitstoffen zu entziehen, daß das Papaiii gegenüber seinen 
Begleitern in bevorzugte Konzentration geriet. Das ist in der Tat gelungen. Die Ad- 
sorptionskurve des Papains aus der Restlösung mit dem P.W. 7,5 hat einen völlig ande- 
ren Charakter als die früheren. Der steile Anstieg der Kurven bei hohen RestlÖsungs- 
konzeutrationen hat einem allmählichen Absinken Platz gemacht. Die Adsorptions- 
kurve I der Abb. 4 ist die eines Stoffes in bevorzugter Konzentration. Aber die Adsorp- 
tion aus Bleiphospbatrestlösungen an Tonerde hat noch weitere Ergebnisse gebracht. 
In Kurve i der Abb. 4 finden wir wesentUch niedrigere Adsorptionswerte als in den 
Abb. 2 und 3. Die Adsorbierbarkeit des Enzyms hat also durch die Reinigung eine 
Abnahme erfahren. Wie bei vielen anderen Enzymen, so finden wir auch beim Papain, 
daß seine Adsorption nicht ihm selbst, sondern den begleitenden Koadsorbentieii zu- 
zuschreiben ist, und es scheint, daß durch die Bleiphosphatfällung ein für die Tonerde- 
adsorption wirksameres Koadsorbens entfernt wurde. Das zweite Ergebnis ist, daß die 
neuen Adsorbate im Gegensatz zu den früheren sich nicht mehr glatt zerlegen lassen. 
Während man aus Tonerdeadsorbaten des Succus und der durch Selbstverdauung ge- 
reinigten lyösungen leicht Elutionsausbeuten von 80 bis 100 % mit verdünnter Essig- 
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säure erhält, sind wir nun nicht mehr in der Lage, mehr als höchstens 30 % des adsor- 
bierten Enzyms herauszuholen, wobei so viel Bcgleitstoffe in Lösung gehen, daß der 
Reinigungserfolg illusorisch wird. 

Da die Tonerdeadsorption somit zu weiterer Reinigung unbrauchbar ist, wechsel- 
ten wir das Adsorbens. Eine mit Eerrihydroxyd aufgenonimene Kurve (Nr. 2 der 
Abb. 4) versprach guten Reinigungserfolg. Aber die Elution ans dem \>rsitch mit dem 
Adsorptionsgrad von 80% besaß nur noch die Hälfte [31] der Wirksamkeit des adsor- 
bierten Enzyms und dabei vso viel Begleitsubstanz, daß der P.W. wieder 5,3 war. 





Abb, 4. Adsorptionsvcrhallen von Bleiphospliatrestlösungeii. 

Kurve i : Adsorptiouskurve einer Bleiphosphatrestlösung an Tonerde. Kurve 2: au Ferrihydroxyd. 
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Zur Erklärung dieses Verhaltens gibt es zwei Möglichkeiten. Entweder i,st da.s 
Papain in den Bleiphosphatrcstlösungen mit einem Koadsorbens verkettet, das sich 
mit den üblichen Mitteln nicht mehr von der Tonerde und vom Ferrihydroxyd lösen 
läßt oder es hat, was wahrscheinlicher ist, das Papain diejenigen Begleitsteffe zum 
großen Teil verloren, die für seine Beständigkeit unentbehrlich sind. Diese Schwierig- 
keit hat bisher den meisten Reinigungsversuchen von Enzymen eine Grenze [32] gesetzt, 
und es ist auch uns noch nicht gelungen, sie zu überwinden. Wir glauben aber den fol- 
genden Versuch wenigstens als einen ersten Schritt in dieser Richtung bewerten zu 

können. . . 

Von dem Gedanken ausgehend, daß das Enzym selbst der Adsorption nur durch 
Vermittlung seiner Koadsorbentien zugängheh ist, und daß seine Beständigkeit eben- 
falls von den Begleitstoffen abhängt, haben wir dem Papain ein unter seinen Begleitern 
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nicht vorkoiumendes, leicht quantitativ bestimmbares Koadsorbens geboten. Als 
solches erscheint der Hcfegunimi geeignet, da er aus den WiLLSTATTERschen Arbeiten 
als ein durch Tonerdeadsorption schwer zu entfernender Begleiter des Invertins be- 
kannt ist und seine Bestimmung durch Fällung mit Fehlingscher Fösung leicht und 
mit hinreichender Genauigkeit ausgeftihrt werden kann. Man löst dazu seine Kupfer- 
verbindung in möglichst wenig verdünnter Salzsäure, fällt mit dem fünffachen Volumen 
absolutem Alkohol, lost den Niederschlag in Wasser und bestimmt den Gehalt an Hefe- 
gummi durch Polarisation ([<^]d = +88,8°). 

Von einem Präparat, das nach der Bleiphosphatfällung den P.W. 4,4 besaß, ver- 
mischten wir IO ccm, enthaltend. 920 P.K., niit 5 ccm einer 4proz. Hefegummilösung, 
wodurch der P.W. auf 2,25 sank. Dazu gaben wir 10 ccm Wasser, enthaltend 175 mg 
Tonerde, zentrifugierten und bestimmten in der Restlösung den Knzymgehalt zu 
1050 P.B., das Trockengewicht zu 281 mg und den Hefegummi zu 175 mg. Wir be- 
werten diesen Versuch folgendermaßen: Die Tonerde nahm Reste des Hemmungs- 
körpers auf und daneben noch so viel Begleitstoffe, daß der P.W. von 2,2 auf 3,7 stieg. 
Ziehen wir vom Trockengewicht der Restlösung den noch vorhandenen Hefegunimi ab, 
so berechnet sich der P.W. zu 9,8. Ein zweiter, sonst analoger Versuch, enthielt im 
selben Volumen 350 mg Tonerde. Danach ließen sich in der Restlösung neben 238 mg 
Trockengewicht noch 700 P.E. und 167 mg Hefegummi bestimmen. Der Reinheits- 
grad der Restlösung ist 2,5. Wenn man aber vom Trockengewicht den noch vorhande- 
nen Hefegummi abzieht, so kommt man zum höchsten bisher erreichten P.W. 10,0. 

[33] IV. Chemisches Verhalten und Beständigkeit der Präparate. 

Der käufliche Succus Caricae Papayae ist der eingetrocknete Mchsaft des Melonen- 
baumes. Er enthält, unbeschadet seiner pflanzlichen Herkunft, keine Kohlehydrate, 
dagegen in der Hauptsache Eiweiß und seine Abbauprodukte. 

Mit Chloroform lassen sich, wie erwähnt, 10 % des Trockengewichtes aus dem Suc- 
cus herauslösen. Beim Eindunsten hinterläßt das Chloroform eine gelbe, wachsartige, 
wasserunlösliche Masse, welche die Fiebermannsche und die Machsche Reaktion gibt. 
In reineren Präparaten sind diese Reaktionen nicht mehr zu konstatieren. 

Weder wäßrige Succuslösungen, noch solche, die mit 2oproz. Salzsäure einige 
Minuten gekocht werden, geben die geringste Fehlingsche Reaktion. Die schwach posi- 
tive Reaktion von Molisch ist also nicht von Kohlehydraten verursacht. 

Größeres Interesse beanspruchen die Eiweißreaktionen, welche mit den Succus- 
lösungen alle positiv ausfallen. Im Vordergrund stehen die Millonsche Reaktion mit 
dem stärksten Ausfall und die sehr umfangreiche Fällung mit Ferrocyankali und Essig- 
säure. Auch schon beim Versetzen mit Essigsäure oder mit wenig Ammoniak entstehen 
Niederschläge. Die Biuretreaktion ist deutlich, ebenso die Fällung mit Ammonsulfat- 
lösung und die Ninhydrinreaktion. Auf der beherrschenden Stellung der Eiweiß- 
substanzen unter den Begleitern des Papains beruhen hauptsächlich die Schwierig- 
keiten, die sich der Abtrennung enzymatisch unwirksamer Stoffe entgegenstellen. 
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Die Millonsche Reaktion hat sich iin Verlauf der Reinigung eher verstärkt. Wir 
f (ihren sie, wie alle anderen Proben, stets mit 50 P.K. aus. Während die SuccuslÖsiingen 
beim Erhitzen des mit dem Reagens entstehenden Niederschlages eine braune Masse 
liefern, erhält man aus den mit Blciphosphat gereinigten hösiuigen die tj'^pi sehen roten 
Flocken, während sich die Lösung rosa anfärbt. 

Gleichmäßig bleiben die MoUscli- und die Ninhydrinreaktion. mir nach der Selbst- 
verdauung ist letztere verstärkt. 

[34] Der Reinigungserfolg der Bleiphosphatfällung zeigt sich an der Abnahme der 
Fällung mit Ferrocyankali und Essigsäure und an dem Rückgang der Biurctrcaktioii, 
deren Färbung zugleich von Violett sich in Rot verändert. Die Belanglosigkeit der 
das Papain begleitenden höheren Eiweißkörper zeigt deutlicher die präparative Fäl- 
lung mit Ferrocyankali und Essigsäure, die sich quantitativ durchführen läßt, so daß 
sie in den erhaltenen Papainlösungen sich nicht wiederholt. Diese Reiiiigungsopeiation 
bringt zugleich die Fällung mit Ammoniak vollständig, die mit Aminonsulfat bis auf 
minimale Reste zum Verschwinden. 

Da ihr positiver Ausfall für höhere Eweißkörper charakteristisch ist und man durch 
Dialyse zum Teil mit sehr geringem Enzymverlust die Aminosäuren entfernen kann, so 
sind die Begleiter des Papains in reineren Präparaten Peptone und Peptide. Die An- 
wesenheit von einfachen Peptiden in den Restlösungen der Bleiphosphatfällung be- 
weist der erwähnte Versuch einer Verdauung mit Erepsin, der von deutlichem Acidi- 
tätszuwachs begleitet war. Da durch ihn die enzymatische Wirksamkeit nicht auf- 
gehoben, sondern sogar verstärkt wurde, haben wir angenommen, daß der Hemmungs- 
körper der Proteolyse zur Gruppe der Peptide gehört. Es bleiben somit als noch nicht 
abtrennbare Begleiter des Papains aus bekannten Körpeiklassen Peptone und Poly- 
peptide übrig. Ob sie mit der enzymatischen Wirksamkeit notwendig verbunden sind 
oder, wie bei zahlreichen anderen Enzymen, als unwesentliche Begleiter der wirksamen 
Substanz betrachtet werden können, soll durch die weitere Untersuchung geprüft werden. 

Es ist noch nicht möglich, die Veränderungen in der Haltbarkeit des Papains mit 
der Abtrennung bestimmter Begleitstoffe in ursächlichen Zusammenhang zu bringen. 
Zur Verwirrung der Verhältnisse trägt besonders die wechselnde Menge vorhandenen 
oder entstehenden Hemmuiigskörpers bei. Man kann oft nicht entscheiden, ob Ab- 
nahmen der enzymatischen Wirksamkeit auf die Entstehung von Hemmungskörper 
oder auf Zerstörung des Enzyms selbst zurückzuführen sind, und [35] wie weit Be- 
ständigkeit durch die vermehrte Wirksamkeit infolge Entfernung des Hemmungs- 
körpers vorgetäuscht ist. 

Im allgemeinen nimmt die Wirksamkeit von Succuslösungen in den ersten Tagen 
etwas zu, z. B. in 3 Tagen auf 120% bei einer verdünnten, auf 104% bei der I2fach 
konzentrierten Lösung. Nach 8 Tagen ist meist schon eine geringe Verminderung der 
Wirksamkeit festzustellen, in den nächsten 8 Tagen eine stärkere, dann aber mit der 
Zeit immer geringer werdende Abnahme. Z. B. fanden wir nach 8 Tagen noch 89%, 
nach 14 Tagen 71 % der Wirksamkeit, des frischen Succus. In Wirklichkeit ist wohl 
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die Inaktivierung in den ersten Tagen am stärksten und nimmt mit der Anhäufung 
von inaktivem Enzym ständig ab. Sie wird aber im Anfang überkompensiert durch die 
raschere Zerstörung des Hemmungskörpers. 

Eine gewisse Abhängigkeit von der Konzentration der SuccuslÖsungen ist nicht 
zu verkennen; verdünnte Eösungen zeigen in den ersten Tagen einen »stärkeren Zu- 
wachs, dann aber auch eine stärkere Abnahme als konzentrierte. 

Deutlich ist der Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration auf die Beständigkeit, 
den die Abb. 5 veranschaulicht. Ein nicht sehr scharfes Maximum der Beständigkeit 
liegt sowohl in verdünnten, wie in konzentrierten, sowohl bei SuccuslÖsungen, wie auch 
bei reineren Präparaten im Gebiete von 5 bis 6. Das /»^-Optimiuii der Beständigkeit 
fällt also annähernd zusammen mit dem Maximum der enzymatischen Wirksamkeit 
bei ^„5." 

Die starken Verluste bei den Dialysen reinerer Präparate hatten wir anfangs auf die 
Bildung von Säure zu rückgeführt, doch ist nach der Abb. 5 der niederste von 4,4, 
den wir nach einer Elektrodialyse maßen, noch nicht ausreichend, um die Zerstörung 
zu erklären. Trotzdem ist der Zusammenhang mit dem Auftreten von Säure sicher, 
denn alle Dialysen, die geringe Enzymverluste brachten, zeigten zugleich geringe oder 
keine Zunahme der Wasserstoffionenkonzentration. Man muß [36] annehmen, daß 
die Dialyse einen spezifischen Stabilisator, vielleicht mit Puffereigenschaften, entfernt. 
Pufferzusatz bewirkt eine geringe Vermehrung der Beständigkeit. 



Abb. 5. Abhängigkeit der Beständigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration, 
Bestäadigkeitskurve einer Succuslösung {c = 1920) nach 13 Tagen. 

Beständigkeitskurve einer Succuslösung (c = 24000) nach 13 Tagen. 

Beständigkeitskurve einer Tösung vom P.W, 2 ,8 (Selbstverdauung — Dialyse — Alkohol- 
fällung) (c = 3080) nach 8 Tagen. 

Beständigkeitskurve einer Bleiphospliatrestlösung, P.W. — 3,0 (c — 8700) nach 7 Tagen. 

Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft und ihrem Japanausschuß 
danken wir auch an dieser Stelle für das Eorschungsstipendium, das die Durchführung 
unserer Untersuchung ermöglichte. 

* Biese Zs. Bd. 138, S. 184, und zwar S. 198, Abb. i [1924], 
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124. ADSORPTIONSVERHALTEN UND TRENNUNG 
DER HEFEPROTEASEN. 

Von Wolfgang Grassmann und Walther Haag. 

Achte Abhandlung über Pflanzenproteasen in der von R. Wh^lstÄtter und 
Mitarbeitern begonnenen Untersuchungsreilie. 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 29. März 1927.) 

Die Trennung des dipeptidspaltenden und des tryptischen Enzyms der Hefe ge- 
lingt nach den Befunden von R. Willstätter und W. Grassmann ^ auf Grund der 
verhältnismäßig geringfügigen quantitativen Unterschiede, welche die beiden Pro- 
teasen bei der Adsorption an Tonerde auf weisen. In schwach saurer T.ösung wird näm- 
lich das tryp tische Enzym leicht, das ereptische erheblich schwerer von Aluminium- 
hydroxyd aufgenommeii und bei wiederholter Adsorption gelingt es, einen Teil des 
peptidspaltenden Enzyms in der Restlösung frei von tryptischer Wirkung zurück- 
zubehalten, während das Hefetrypsin aus den Adsorbaten durch Ammoniak völlig 

dieses Tiennungsveila^nens ist indessen von der richtigen 'Bemessung der Tonerde- 
mengen, von den Reaktionsbedingungen und von dem Zustand der Enzymlösung ent- 
scheidend abhängig. Eür die Zwecke der Spezifitätsuntersuchung, über deren Ergebnis 
die folgende Mitteilung berichtet, schien es daher notwendig, die Darstellung der ein- 
heitlichen Proteasen auf eine [189] ausführlichere Untersuchung iJires Adsorptions- 
verhaltens zu gründen. 

Die Wirkung der ereptischen Bnzymkomponcnte, die wir unter den von WILL- 
STÄTTER und GRASSMiiNN angegebenen Bedingungen mit Leucylglycin als vSubstrat 
verfolgen, ist, wie aus der folgenden Untersuchung hervorgehen wird, auf die Spaltung 
einfacher Dipeptide beschränkt; das Enzym ist daher nunmehr richtiger als ,,Hefe- 
Dipeptidase" zu bezeichnen. Dagegen soll für das tryptisclie Enzym, das hier noch aus- 
$chließlich nach seinem Spaltungsvermögen gegenüber Gelatine gemessen w^rd, die 
Bezeichnung ,, Hefetrypsin“ zunächst bei behalten werden, obwohl sein Wirkungs- 
bereich sich bis zu niederen, synthetisch zugängheheu Peptiden zu erstrecken scheint. 

^ R. W'tllstÄTTER und W. Grassmann, 6 . Abhandlung über Pflanzenproteascn, Diese Zs. 

■ Bd. 153, S. 250 [1926]. 
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Die für die adsorptive Trennung der beiden Proteasen günstigsten Verhältnisse — 
maximale Adsorbierbarkeit des Trypsins bei geringer Adsorption der Dipeptidase — 
finden wir bei der Verwendung ganz frischer Autolysate und bei der Adsorption 
aus möglichst saurer und aus verdünnter Tösung. Eine besondere Rolle kommt dabei 
den in den Lösungen anwesenden Beimengungen der Enzyme zu. Aus dem Adsorptions- 
verhalten der Dipeptidase, besonders aus der Diskussion der ^dsorptionsisotherme, 
muß der Schluß gezogen werden, daß die geringe Adsorbierbarkeit dieses Enzyms, die 
dem Trennungsverfahren zugrunde liegt, keine Eigenschaft des Eermentes selbst dar- 
stellt. Sie ist vielmehr im wesentlichen der Wirkung von Begleitstoffen zuzuschreiben, 
die das Enz3Tn von der adsorbierenden Oberfläche zu verdrängen vermögen. Eine Modi- 
fikation des Trennungsverfahrens, die diesem Umstande Rechnung trägt, gestattet 
es, Mindestausbeuten von 30 %, optimale von 60 bis 70 % der angewandten Dipeptidase 
frei von tryptischer Wirkung zu gewinnen. 

Dagegen haben sich Unterschiede im auswählenden Adsorption s vermögen ver- 
schiedener Tonerdesorten, wie sie besonders im Falle der Pankreasproteasen beobachtet 
worden sindb [190] bei den Hefeenzymen bisher nicht ergeben. Tonerdeproben der 
Sorte A und verhalten sich den Hefepioteasen gegenüber übereinstimmend und 
sind zur Trennung in gleicher Weise geeignet. Auch von Kaolin werden die beiden 
Proteasen zwar mit erheblich geringeren Adsorptionswerten, aber in einem ähnlichen 
gegenseitigen Mengenverhältnis aufgenommen. 

Aus den Tonerdeadsorbaten läßt sich das tryptischc Enzym durch Einwirkung 
von verdünntem Ammoniak in Freiheit setzen. Es ist jedoch trotz mehrfacher Ver- 
änderung der Versuchsbedingungen bisher nicht gelungen, erheblich über die früher 
erzielte Ausbeute von etwa 40 % der adsorbierten Menge hinauszukommen. Viel voll- 
ständiger, aber nicht ganz frei von beigemengter Dipeptidase, wird das Hefetiypßin 
durch Elution mit Diammonphosphat gewonnen. Zur Darstellung der einheitlichen 
Tryptase adsorbieren wir die so gewonnenen Elutionen zum zweiten Male an Tonerde 
und eluieren nunmehr das Enzym mit Ammoniak. Die Endausbeute ist nach diesem 
Verfahren etwas geringer als nach dem früher mitgeteilten direkten, aber die voll- 
ständige Entfernung der Dipeptidase wird mit viel größerer Sicherheit erreicht. 

I. Zur Darstellung und Bestimmung der Hefeproteasen. 

Das am meisten geeignete Verfahren zur Freilegung der beiden Proteasen, nach 
dem alle in dieser Arbeit verwendeten Enzymlösungen gewonnen sind, besteht nach 
den früheren Befunden 2) in der raschen Abtötung der unverdünnten frischen Hefe mit 
Essigester und kurzdauernder Freilegung des Enzyms bei neutraler Reaktion. Etwa 

^ E. WAnnsCHMUDT-LEiTz und A. Harteneck, Diese Zs. Ed. 149, S. 203, und zwar S. 215 
[1925]; E. Waedschmidt-Leitz, A. Schaffner und W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 156, S. 68, 
und zwar S. S2 [1926], 

R. WiELSTÄTXER und H, KraijT, Chem, Ecr. Bd. 56, S. 1117 [1923]; R. WieestäTTEr, 
H. Kraut luid 0 . Erbacher, Chem. Eer. Bd. 58, S. 2448, und zwar S. 2455 [1925] {Ahh.iy u. 22). 

*) R. WiEESTÄTTER und W. Grassmann, a, a. 0 . S. 278, 
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1^/2 Stunden nach Versuchsbeginn trennt man eine Vorfraktion des Autolysates ab, 
die etwa 25 % des Hefetrockengewichtes, aber noch keine nachweisbaren Mengen 
der Proteasen enthält. Nach 24 bis 30 Stunden ■ — die Reaktion soll möglichst zwischen 
fn = 6,5 ^nd 7 [191] gehalten werden -ist die Freilegung der Enzyme beendet. Das 
Verfahren habin den nun vorliegenden zahlreichen Versuchen gute und reproduzier- 
bare Ausbeuten an beiden Enzymen ergeben. 

So erhielt man im Mittel von rund 40 Versuchen aus je i g frischer Hefe (mit einem Trocken- 
gewicht von 22 — 25%) etwa 0,6 (höchstens 0,8 und mindestens 0,3) Tryj^siiieinheiteii und 7,0 
(höchstens 12 und mindestens 4) Eiiilieiten der Dipeptidase. Die Trypsincinlieit war dabei im 
Mittel in 95, bestenfalls in 58 mg, die Einheit der Dipeptidase iiii Mittel in 6,2, im besten Falle 
in 3,7 mg Trockensubstanz der hlnzymlösung enthalten. Die Einheit der Dipeptidase, d. h. die- 
jenige Etizymmcngc, welche unter den frülier festgesetzten Bedingungen 225 mg d,l-Iveucyl- 
glycin in i Stunde zur Hälfte spaltet, ist demnach aus durchschnittlich 33 mg Hcfetrockeii- 
substanz gewinnbar. 

Die Bestimmung der tryptischen tind der erepti sehen Enzymkomponente erfolgte 
unter den früher angegebenen Bedingungen mit Gelatine bzw. Eeucylglycin als Sub- 
strat. Wenn auch der Einfluß aktivierender und hemmender Begleitstoffe bei der 
Mengenbestiminung der beiden Enzyme, wie gezeigt worden ist, nicht völlig ausgeschal- 
tet werden kann, so hat ihre Anwendung innerhalb der präparativen Versuche doch nie 
zu beträchtlichen Widersprüchen geführt. Im Falle des peptidspaltenden Enzyms sind 
allerdings bei reineren Enzymlösungen vielfach Abweichungen von der monomoleku- 
laren Kinetik beobachtet worden, die noch untersucht werden sollen. 

Das Ergebnis der den Carboxylzuwachs erfassenden Bestimmungsmethode des tryptischen 
Enzyms haben wir qualitativ durch die Beobachtung des Verflüssigungs Vermögens gegenüber 
Gelatine (vgl. S. PAblTZSCH und L. E. WAbBUM', K. G. Dernbv*) kontrolliert und stets gute Über- 
einstimmung gefunden: alle Hydro lysemnischungeii, in denen die unter den Bedingungen der 
Bestimmungsmethode gemessene Aciditätszunahnie weniger als 0.07 ccm “/5-KOII betrug, 
erstarrten beim Abkülilen mit Brunnenwasser vollständig innerhalb weniger Minuten; die l'lr- 
starrung erfolgte mehr oder weniger langsam und unvollständig, wenn die gemessene Spaltung 
zwischen etwa 0,07 und 0.20 ccm lag und sic unterblieb vollkommen, wenn ein höherer Aciditäts- 
zuwachs gemessen war. Auch im Falle der Hefeproteasen liegt demnach kein Grund für [192] die 
Armahme eines gesonderten, auf die Zerlegung hochmolekularer Substrate eingestellten Enzyms 
vor, das sich dem Nachweis durch Bestimmung chemisch faßbarer Gruppen entziehen würde. 

Im Gegensatz zu den ohne Abtrennung einer Vorfraktion gewonnenen Chloro- 
form-Neutralautolysaten [vgl. R. WibtSTÄTTBR und K. ScHNKiDER*^)] und zu den 
nach dem Verfahren von A. v. Lebkdkw^) erhaltenen Macerationssäften aus Trocken- 
hefe [vgl. E. ABDERHAEDEN und A. FoDOR^)] geben die von uns benutzten Enzym- 
lösungen beim Ansäuern keine Biweißfällung, sondern kaum eine sichtbare Trübung. 
Zur Bewertung der in saurer Eösung vorgenommenen Adsorptions versuche, besonders 
aber auch im Hinblick auf die Annahme von A. Fodor^) , wonach enge Beziehungen 

' Biochem. Zs. Bd. 47, S. i [1912]. Biochem, Zs. Ed. 8r, S. 107 [1917], 

') R. WU/iySTÄTTER und K. Schneider, S.Abhandl. über Invertin,- Diese Zs. Bd.142, vS.257, 
und zwar S. 268 [1924/25]- 

9 Diese Zs. Bd. 73, S. 447 [1911]; C. R. Bd. 152, S. 49, 1129 [1911]; Ann. Inst. Pasteur 
Bd. 26, S. 8 [1912]. 

3 ) Fermentforsch. Bd, r, S. 533 [1916]. 

9 Fermentforsch. Bd. 3, S. 193 [1921] J Eö, 4. S. 209 [1921]; Bd. 6, vS. 238 [1922]; Kolloid- 
Zs. Bd, 26, S. 232 [1921]; Bd. 28, S. 293 [1921]; Bd. 29, S. 28 [1922]; Bd. 31,, S. 279 [1922]. 
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zwischen diesem „Säurekoagulum'' und der Peptidasewirkung bestehen sollten, war 
die Frage zu prüfen, ob der beim Ansäuern ausfallende Niederschlag nennenswerte 
Mengen der beiden Proteasen mitzureißen vermag. Das ist in unseren EnzymlÖsungen 
nicht der Fall. In einem Beispiele, wo die etwas beträchtlichere Menge der Fällung eine 
glatte Abtrennung des Eiweiß nie derschlages in der Zentrifuge ermöglichte, fanden sich 
96% des tryptischen und 85% des dipeptidspaltenden Enzyms in der klaren sauren 
Restlösung wieder, während der sofort in wenig Diammonphosphat gelöste Niederschlag 
gemäß den ausgeführten Bestimmungen nur 2 bzw. i % der ursprüngHchen Enzymmenge 
enthielt. 


2. Adsorptionsverhalten der Proteasen. 

Mit Rücksicht auf die hohe Empfindlichkeit der Hefedipeptidase, die nach den 
Befunden von WiLLSTÄrrER und Grassmann schon bei />h — 4 und bei = 9,3 
innerhalb einer Stunde fast vollkommen zerstört wird, waren die das [193] Adsorptions- 
verhalten der beiden Proteasen betreffenden Versuche innerhalb eines verhältnismäßig 
engen Bereiches der Wasserstof fionenkonzentration durchzuführen. Die Adsorbierbar- 
keit der beiden Hefeproteasen steigt mit steigender H’ -Konzentration an, aber der 
Einfluß der Acidität ist, wie aus den Versuchen der Tab. i hervorgeht, sehr ungleich. 
So wurde von der Tryptase hei — 6,8 nur 14%, bei = 4,9 aber 89 % adsorbiert, 
während die Adsorption der Dipeptidase nur von 40 auf 65% vermehrt worden ist 
(Zeile I und 2). Das Maximum der Adsorbierbarkeit ist für das ereptisehe Enzym, 
nicht aber für das tryptische bei = 4,8 erreicht (Zeile 4 bis 6). Zur praktischen 
Trennung der Enzyme haben wir uns im allgemeinen mit dieser Reaktion begnügt, 
obwohl bei sehr rascher Durchführung der Versuche mögUcherweise in einem stärker 
sauren Medium noch bessere Ergebnisse hätten erzielt werden können. Die Adsor- 
bierbarkeit beider Proteasen steigt ferner mit der Verdünnung (Zeile 2 und 3) und, wie 
schon früher hervorgehoben wurde, mit dem Alter (Zeile 5 und 2) der Enzymlösung 
beträchtlich an, und zwar wird von dem ersten Einfluß besonders das tryptische, von 
dem zweiten viel mehr das ereptisehe Enzym betroffen. Man wird demnach die Tren- 
nung der Proteasen in frischen Autolysaten bei starker (z. B. 4facher) Verdünnung 
und bei “ 4o his 5,0 vorzunehmen haben. 


Tabelle i. ' 

Adsorption der Hefeproteasen bei verschiedener Acidität und Verdünnung. 
(Adsorbens 63 mg Tonerde A.) 



Alter der 

Angewandt 




Adsorbiert 


Nr. 

Eiizym* 

lösuug 

Dipepti- 

Trypsin 

PH 

Vol. 

Dipeptidase 

Trj'psin 


(Tage) 

(Kinh.) 

(Einh.) 


ccm 

Eiah. 

% 

Einh. 

% 

I 

7 

105 

10,6 

6,8 

120 

42 

40 

I-S 

14 

2 

7 

105 

10,6 

4,9 

120 

68 

ÖS 

9,4 

89 

3 

7 

1^5 

1 10,6 

4,9 

35 

55 

52 

5.8 

54 

4 

2 

99 

11,2 

SA 

120 

18 

18 

6,2 

55 

5 j 

2 1 

99 


4,8 

120 

33 

33 

8.3 

74 - 

6 

2 

99 

1 I 1.2 1 

4-5 

120 

30 

30 

10,2 

91 
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[194] Zu den Versuchen der Tab. i dienten je 30 ccni desselben Autolysatcs. Um eine Kiizym- 
zerstörung wälirend des Versuches nach Möglichkeit zu vermeiden, ^vu^dell hier, wie in den fol- 
genden Versuchen, alle Adsorptionen bei annähernd o" und möglichst rasch ausgeführt. Die 
gewünschte Acidität wurde mit Essigsäure eingestellt und colorinictrisch in der Restlösung kon- 
trolliert. 

Bei Variation der Tonerdemengen ergeben sicli cliarakteristische Unterschiede 
zwischen den beiden Proteasen hinsichtlich ihrer Verteilung zwischen der adsorbieren- 
den Oberfläche und der Lösung. Wenn man (Tab. 2) Proben einer bestimmten Enyzm- 
lÖsung unter gleichen Bedingungen der Acidität und des Bndvoluniens mit steigenden 
Mengen von Aluminiumhydroxyd behandelt, so findet man, daß durch die ersten An- 
teile des Adsorbens nur wenig von der Dipeptidase und mit geringen Adsorptionswerteii 
aufgenommen wird. Mit steigenden Tonerdeniengeii wächst indessen die Adsorbier- 
barkeit des Enzyms ; die berechneten Adsorptioiiswertc (adsorbierte Einheiten pro i g 
Adsorbens) gehen durch ein Maximum, wenn etwa zwei Drittel des Enzyms wegadsor- 
biert sind. Ganz anders verhält sich das tryptische Enzym: es wird von den ersten An- 
teilen des Adsorptionsmittcls sehr stark aufgenonimen und die Adsorptionswerte 
zeigen ein stetiges und erhebliches Abfallen mit steigendem Adsorptionsgrad, Das 

Tabelle 2. 

Adsorption der beiden Proteasen an steigende Mengen von Tonerde. 
(Angewandt 12 ccm Enzymlösnng [2 Tage alt] mit 31 Erepsineinheiten und 2,3 Trypsineinheiten. 

Vol. ^ 50 ccm; = 5 ,o. eingestellt durch i^/75-Acetatpuffer; o^ Adsorbens: Tonerde A,) 


AljOi 

(mg.) 

1 Dipqitidnst" j 


Tr\ 

AdsDrpl . - 

Wert 

Einh. in der 
Kestlösung 

aliSGtb. 

% 

J Adsorpt.- 
! Wert 

Iviiih. in der 
Kcstlösung 

abwrb. 

5.9 



__ 

1,5 

35 

133 

IU 7 

24.1 

22 

590 

1 , 1 

52 

104 

23-5 

13,4 

57 

760 

0,3 

«7 

«7 

47,0 

1,6 

95 

620 

0.0 

TOO 

49 

94,0 

1,0 

97 

320 

■ . — 




ereptisclie [195] Enzym steht in diesem Verhalten dem Im ertin der rohen Hefe- 
auszüge (vgl. besonders H. Kraut und E. WbxzEru), das tryptische z. B. dem Papain = 
nahe. Das Verhalten der Dipeptidase wird man wie im Falle der Saccharase durch die 
Annahme zu deuten haben, daß das Enzym um die adsorbierende Oberfläche mit Be- 
gleitstoffen - - wohl proteinartiger Natur — zu konkurrieren hat und daß seine Ad- 
sorption erst dann in erheblichem Maße cinsetzt, wenn der größere Teil der die Adsorp- 
tion hemmenden Beimengungen wegadsorbiert worden ist. Das starke Ansteigen der 
Adsorbierbarkeit beim Altern der Enzymlösungen (lab. i) dürfte danach auf den all- 
mählichen Abbau der anwesenden Proteine zurückzuführen sein. Demgegenüber wird 
offenbar die Tryptase in ihrem Adsorptionsverhalten viel weniger von den Begleit- 
stoffen beeinflußt. 

Der Einfluß der in den Enzymlösungen enthaltenen Beimengungen läßt sich auch 
unmittelbar nachweisen. Es genügt, wie aus drei Versuchen der Tab. 3 hervmrgeht, den 

‘ H.KRAtJXundE.WENZEU, Diese Zs. Bd. 133, S.i [1924]; Bd. 142,8.71 [1925] 5 r 3 ^)- 

* Vgl. R. WiDtsxÄTXER und W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 138. S. 184 [1924] J H. KrauX 
und E. Bauer, Diese Zs. Bd. i< 54 , ö. 10 [1927] {Äbh. 117 u. 123). 
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BnzymlÖsungen einen Teil der bei der Darstellung abgetrennten unwirksamen Vor- 
fraktion wieder zuzusetzen, um die Adsorbierbarkeit der Dipeptidase erheblich herab- 
zudrticken, während die Adsorption des Trypsins nicht verändert, oder sogar (Zeile i 
und 2) gesteigert wird. Die bei der Enzymfrcilegung angewandte Fraktionierung ist 
demnach wohl für die Reinheit des Enzymmaterials, nicht aber für die beabsichtigte 
Trennung von Vorteil gewesen. Da aber offenbar die der Adsorption der Dipeptidase 
entgegenwirkenden Begleitstoffe ihrerseits selbst von der Tonerde aufgenommen wer- 
den, kann man ihre Wirkung nutzen, ohne die Enzymlösung durch die Hauptmenge 
der unwirksamen Vorfraktion zu verunreinigen. Man verfährt ebenso gut so, daß man 
das für den Trennungsversuch bestimmte Aluminiumhydroxyd zuerst mit dem Ver- 
flüssigungssaft vorbehandelt und so seine Oberfläche mit den die Adsorption hemmen- 


Tabelle 3. 

[196] Adsorption der Hefeproteasen; Einfluß von Adsorbens und Begleitstoffen. 
(Endvolumen 50 ccm; = 5,0, eingestellt durch n/7 5 -Acetatpuffer ; etwa o°.) 



1 Angewundt j 




1 

.\dsorbiert 


Nr. 

Dipep- 

'rrvpsiii 

Adsorbens 

mg 

Zusatz 

Dipeptidase 

Trypsin 


(Üinlx.) 

' (Einh.) 




(Eiuli.) % 

(Eiuli.) 


I 

19.4 ; 

1,4 

Tonerde A, gewöhtilich ] 

25 

— 

12,4 

64 ' 

1,24 

89 

2 

19-4 ! 

1.4 

desgl. 

25 

4 ccm Verflüssigungssaft 

9.3 

48 

1,40 

100 , 

3 

44.5 ■ 

2.9 

desgl. 

70 

— 

42,1 

95 

i 2,9 ■ 

100 


44.5 ^ 

2.9 

desgl. 

70 

IO ccm Verflüssigungssaft 

32.9 

74 

! 2,9 

ICO 

5 

24.9 : 

2.4 

desgl. ; 

15 

— 

15.2 

61 

, 1.9 ; 

81 

6 

24.9 i 

2,4 

desgl. i 

T5 

IO ccm Verflüssigungssaft 

14,0 

56 

: 1.9 : 

81 

7 

24.9 ! 

2.4 

Tonerde A, vorbehandelt 

_i_5 

— 

10,8 

44 

I 1.65 ' 

_7^ 

8 

42,2 

1 2.9 

TonerdeA, gewöhrdich 

7ü ' 


39.8 

94 

I 2,9 

100 

9 

42,2 

2,9 

Tonerde A, vorbehandelt 

70 

— 

23,1 

55 

! 2,8 

97 

TO 

48.5 

■ 2,9 

TonerdeA, gewöhnlich 

35 

— 

33.3 j 

69 

■ 2,7 , 

93 

II 

48,5 

: 2,9 

Tonerde C7, gewöhnlich 

35 

— 

33.7 ! 

70 

: 2,8 ‘ 

96 

12 

48,5 

: 2,9 

Kaolin 

525 

___ 

7.5 1 

15 

1,6 

55 


den Stoffen belädt. So vorbereitete Tonerden [197] adsorbieren (Tab. 3, Zeile 5 und 7, 
8 und 9) die Dipeptidase in der Tat viel weniger, während das tryptische Enzym völlig 
oder doch nahezu unvermindert von ihnen aufgenommen wird. 

Weit stärker macht sich der Einfluß einer solchen Aufladung der Tonerde bei 
mehreren aufeinanderfolgenden Adsorptionen geltend. Es ist nach dem Voraus- 
gehenden zu erwarten und wird durch den Versuch bestätigt, daß in den nach par- 
tieller Adsorption erhaltenen und an Begleitstoffen verarmten Restlösungen die Adsor- 
bierbarkeit der Dipeptidase stark gesteigert ist, und es muß demnach gerade die Ent- 
fernung der letzten Reste des tryptischen Enzyms mit starken Verlusten an der Di- 
peptidase erkauft werden. 

In einem Beispiel wurden 146 Dipeptidaseeiiilieiten und 22,7 Trypsineinheiten bei = 5 
mit 210 mg Tonerde A im Volumen von 250 ccm behandelt. Nach der Analyse der Restlösung 
waren 26% der Dipeptidase mit einem Adsorptionswert von 180 und 60 % des Trypsins mit einem 
A.W. von 65 % adsorbiert worden. Als man die erhaltene Restlösung neuerdings mit 87 mg 
Tonerde versetzte, gingen 5 1 % der noch vorhandenen Dipeptidase mit einem A.W. von 630 
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und 94% des Trypsins mit einem A.W. von 97 in das Adsorbat über. Gegenüber der ersten 
Adsorption ist also die Adsorbierbarkeit der Dipeptidase auf das 3 '/z fadie, die der Tryptase nur 
unwesentlich gesteigert worden. 

Dagegen beobachtet man bei Verwendung der vorbehandelten Tonerde in auf- 
einanderfolgenden Adsorptionen keine Steigerung, sondern meist ein geringes Abfallen 
der Adsorbierbarkeit des peptidspaltenden Enzyms. 

Es ist bisher nicht gelungen, die Tonerdesorte A, mit der die meisten unserer Ver- 
suche ausgeführt worden sind, durch schärfer auswählende Adsorbentien zu ersetzen. 
Mehrere Proben der Sorte Cj. verhielten sich, wie durch ein Beispiel der Tab. 3 belegt 
wird, vollkommen übereinstimmend mit dem Aluminiumhydroxyd A. Auch Nieder- 
schläge von Casein, in der Enzymlösung selbst durch Ansäuern erzeugt, sowie Suspen- 
sionen von Fibrin adsorbierten neben dem Trypsin erhebliche Mengen der Dipeptidase. 

Die Adsorption der Hefepeptidase an Kaolin haben schon A, Fodor, A. Bern- 
feld und R. SCHÖNFKLD' eingehend [198] untersucht und maximale Adsorption im 
schwach sauren Gebiet gefunden. Bei dieser Acidität werden beide Enzyme vom 
Kaolin aufgenominen, wenngleich mit rund 40 mal kleineren Absorptionswerten als 
im Falle der Tonerde, Auch hier zeigt sich das Trypsin leichter adsorbierbar als das 
dipeptidspaltende Enzym, neben dem es vorkonmit (Tab. 3, Zeile 10 und 12). Die 
Kaolinadsorbate sind durch Diammonphosphat eluierbar. 

3. Darstellung der einheitlichen Dipeptidase. 

Zwar gelingt es bei Anwendung geeigneter Mengen von Tonerde bisweilen, wie 
Beispiele der Tab. 3 zeigen, nach einmaliger Adsorption brauchbare Ausbeuten der 
Dipeptidase frei von tryptischer Wirkung in den Restlösungen zurückzubchalten. 
Sicherer ist cs indessen, die Entfernung des Trypsins durch mehrmalige Einwirkung 
kleiner Mengen von Tonerde zu bewirken und das Adsorbens mit der bei der Darstellung 
der Enzymlösung abgetrennten inaktiven Vorfraktion zu behandeln. Die Toiierdenienge 
bemessen wir so, daß eine einmalige Adsorption 10, höchstens 15% der Dipeptidase 
entfeint, und wiederholen die Einwirkung 4- bis 5 mal. Auch bei dieser Arbeitsweise 
schwanken die Ausbeuten der Dipeptidase noch recht erheblich, nämlich zwischen 
etwa 30 und 65 % der angewandten Menge. Als trypsinfrei betrachten wir eine Eösung, 
wenn eine Probe, die nicht weniger als eine Dipeptidaseeinheit enthalten soll, bei der 
Einwirkung auf 0,6 g Gelatine unter den Bedingungen der Bestimmungsmethode 
innerhalb 24 Stunden keine alkalimetrisch meßbare, noch an der Herabsetzung der 
Erstarrungsfälligkeit erkennbare Hydrolyse hervorruft. 

Beispiel: 500 g frische Bierhefe wurden mit 50 ccm Essigester unter Umrülireii rasch ver- 
flüssigt, mit Wasser zu einem Volumen von i 1 verdünnt und die auftretende Säure fortlaufend 
mit Ammoniak unter Vermeidung jeden Alkaliüberschusses neutralisiert. Der na^ iYj Stunden 
in der Zentrifuge abgetrennte Verflüssigungssaft war gegen Gelatine und Peptid wirkungslos. 

Der Heferückstand wurde mit etwa 2 1 Wasser gewaschen, von neuem in Wasser zu 
einem. Volumen von i 1 unter Zusatz von Toluol suspendiert und die Enzymlösung nach 
22 Stunden (vom Versuchsbeginn an) isoliert. Sie enthielt im Kubikzentimeter 3,54 Einheiten 
der Dipeptidase und 0,31 Einheiten des Trypsins: 

' Kolloid-Zs. Bd. 37, S. 32, 159 [1925]; A. Fodor und R. SchönfeLd, Bd. 39, S. 240 [1926]. 
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[199] 0,24 ccm ergaben, unter den üblichen Bedingungen bestimmt, nach i Stunde eine Peptid- 
spaltung entsprechend 1,39 ccm “/5-KOH, enthidten demnach 0,85 Einheiten. — 1,20 ccm 
bewirkten, nach Abzug einer geringen Selbstspaltung, eine Gelatinehydrolyse entsprechend 
0,97 ccm, was 0,37 Einheiten aiueigt. 

400 ccm des erhaltenen Verflüssigungssaftes brachte man mit Essigsäure auf annäliernd 
= 5iOj fügte 80 ccm “/j -Acetatpuffer von gleicher Reaktion hinzu, versetzte mit einer Sus- 
pension von 700 mg Tonerde A und ergänzte das Volumen zu 1600 ccm. Das abzentrifugierte, 
verlustlos gesammelte Tonerdegel wurde im Meßkolbeii zu einem Volumen von 50 ccm suspen- 
diert (I ccm = 14 mg Al, O3). 

70 ccm der Enzymlösung (248 Einheiten der Dipeptidase und 21,6 Trypsineinheiten ent- 
haltend) brachte man mit 0,60 ccm “/i -Essigsäure auf amiähernd = 5 .0, fügte 6.6 ccm “/,- Acetat- 
puff er gleicher Reaktion und etwa 170 can Wasser hinzu. Nach Zugabe von 6.4 ccm der erhal- 
tenen Tonerdesuspension (90 mg Al ,03) wiude das Volumen zu 250 ccm ergänzt. Nachdem das 
Adsorbat in der Zentrifuge abgetrennt war, wiederholte man die Beliandluug mit einer gleichen 
Menge Tonerde noch viermal (rasch und möglichst in der Kälte). Die letzte Restlösung hatte 
ein Volumen von 275 ccm; sie war frei von Trypsin und enthielt 105 Einheiten, d. i. 42% der 
angewandten Dipeptidase: 

2,5 ccm bewirkten unter den üblichen Bedingungen ui 24 Stunden keine meßbare Gelatine- 
spaltiuig. Nach Beendigung der Bestimmung erstarrte die Probe sofort beim Abkühlen mit 
Brunnenwasser. 

1,4 ccm bewirkten in t Stunde Peptidspaltung entsprechend 0,98 ccm n^^_KOH; sie ent- 
hielten demnach 0,53 Einheiten der Dipeptidase. 


4. Elution derTonerdcadsorbate; Darstellung des Hefetrypsins. 

Durch Einwirkung von Ammoniak läßt sich, wie früher gezeigt worden ist, das 
Trypsin in mäßigen Ausbeuten aus seinen Adsorbaten eluieren. Es ist dabei ziemlich 
gleichgiltig, ob man Ammoniak mir bis zur eben deutlichen alkalischen Reaktion (Cur- 
cuma) oder in höherer Konzentration, z,B. ^/5-normal zusetzt. Eine wesentliche Stei- 
gerung der Ausbeute ist nicht gelungen ; sie betrug im Mittel aus 7 Versuchen 47 % der 
adsorbierten Menge. 

Erheblich bessere Ergebnisse liefert die Elution mit Diammonphosphat, wovon 
das 6“ bis 8 fache Gewicht der angewandten Tonerde zu verwenden ist. 10 Versuche 
ergaben eine mittlere Ausbeute von 77 % und nur in einem Beispiele weniger als 60 % 
der adsorbierten Trypsineinheiten. Ans den mit [200] Ammoniak behandelten Adsor- 
baten können daher durch Kachelution mit Phosphat noch erhebliche Mengen des En- 
zyms gewonnen werden. 

30 ccm einer Enzymlösung, 16 Trypsiiieinheiteii enthaltend, versetzte inan in “/50-essig- 
saurer Lösung und in einem Volumen von 120 ccm mit einer Suspension von 63 mg Tonerde A. 
Die Suspension wurde in zwei gleiche Teile geteilt und abzentrifugiert. Auf Grund der Analyse 
der Restlösung waren 8.5 Einheiten in das Adsorbat übergegangeii. 

Die eine Hälfte des Adsorbates versetzte man mit Anmioniak bis zm: eben deutUdien alka- 
lischen Reaktion und füllte auf 15 ccm auf. Von der durch Zentrifugieren erhaltenen Losung 
bewirkten 1,6 ccm eine Gelatinespaltung entsprechend 0,70 ccm ”/5-KOH, was 0,24 Einheiten 
in der Bestimniungsprobe oder 2,25 Einheiten in 15 ccm, d. i. 53% der adsorbierten Menge 
anzeigte. 

Den Rückstand behandelte man mit 0,22 g Diammonphosphat in einem Volumen von 
15 ccm. Die resultierende Lösung enthielt weitere 0,87 Einheiten, d. i. 21% der adsorbierten 
Menge. 

Die andere Hälfte des Versuches wurde sofort mit 0,22 g Diammonphosphat in 15 can 
eluiert. 1,2 ccm der Elution hydrolysierten Gelatine entsprechend einem Aciditätszuwachs von 
0,92 ccm. Trypsingehalt in der Bestünmui^sprobe demnach 0,34 Einheiten, im* ganzen 4,25 Ein- 
heiten, d. i. 100% der adsorbierten Menge. 
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Während Ammoniak von der in die Adsorbate mit übergehenden Dipeptidase 
nichts, oder doch nur verschwindende Mengen in Lösung bringt, geht in die Phosphat- 
elutionen ein zwar geringer und wechselnder, aber die Darstellung des einheitlichen 
Trypsins empfindlich störender Anteil davon über (meist 10 bis 30 % der adsorbierten 
Menge) . Selbst eine dreimalige Wiederholung der Adsorption und der folgenden Phos- 
phatelution reichte nicht aus, um das Trypsin von den letzten Spuren dieser Beimengung 
zu befreien. Der Versuch, durch Änderung der Wasserstoffionenkonzentration eine 
strenger auswählende Elution zu erreichen, hatte nicht den gewünschten Erfolg. Ge- 
mische aus gleichen Teilen primären und sekundären Phosphats eluieren beide Enzyme 
erheblich schlechter und Primärphosphat allein ist ohne Wirkung auf die Adsorbate. 
Dagegen gelangt man zu dipeptidasefreien und auf etwa das Achtfache gereinigten 
Lösungen des Trypsins, wenn man die erste Phosphatelution nochmals aus saurer 
Lösung adsorbiert und das Adsorbat nunmehr mit Ammoniak cluiert. 

[201] Beispiel. 1 100 ccin einer Enzyinlösung (1690 Jänlieiten der Dipeptidase und 211 Trypsin- 
einlieiten enthaltend) behandelte man bei pn — 5 ('Voo-Acetatpuffer) in einem Volumen von 
2800 ccm mit i g Tonerde A, die wie oben vorbehandelt worden war. 90 % der Dipeptidase und 
33% des Trypsins blieben in der Restlösung zurück. 

Das Adsorbat eluierten wir mit 6 g Dianimonphosphat in 260 ccm. Die erhaltene Lösung, 
deren Volumen nach der Neutralisation 271 ccm betrug, enthielt 38 Dipeptidasceinlieiten. d. i. 
2,2% der ursprünglichen Menge und 90 Trypsineinheiten, d. i. 43% der angewandten, 64% der 
adsorbierten Menge: 

1,0 ccm bewirkte Peptidspaltung entsprechend 0,31 ccm, enthielt also o, 1 4 Dipeptidasc- 
einheiten. — 0,4 ccm bewirkten Gelatinespaltung entsprechend 0,46 ccm, enthielten also 0,13 Tryp- 
sineinlieiten. 

Die Elution wurde durch Zusatz von 38 ccm "/i'Lssigsäuie wieder auf -= 5 »^ gebracht 
und erneut in einer Verdünnung von 1200 ccm mit 0,32 g der vorbehandelteu Tonerde versetzt. 
Gemäß der Analyse der Restlösung waren 50 % des Trypsins und etwa 10 % der zuletzt vorhan- 
denen Dipeptidase in das Ad.sorbat übergegangen. 

Die Elution erfolgte dinch 270 ccni n/.o-NH3. Die erhaltene läisung (Volumen nach der 
Neutralisation 275 ccm) enthielt 27 Trypsiiicinlieiteii (60 % der adsorbierten Menge) und war 
frei von Dipeptidase, 

1,0 ccm bewirkte eine Gelatineliydrolyse von 0,39 ccm, entsprechend o,io Trypsineinhejten. 
3,0'ccm ergaben unter den Bedingungen der Dipeptidasebestimmung keine meßbare Peptid- 
spaltung. 

Trockengewicht der Ausgangs lösung i ccm = 15,8 mg; Trypsinwert (Emlieiten/mg) = 0,013. 
— Trockengewicht der zweiten Elution: i ccm = 0,98 mg. Trypsinwert = 0.10. Reinigung also 
etwa achtfach. 

In den späteren Versuchen haben wir es vorgezogen, das zweite Adsorbat mit 
stärkexein, z. B. ^Iion-Ammomok zu eluieren. Bei dieser Arbeitsweise, die ungefähr 
dieselben Trypsinausbeuten liefert, werden etwa vorhandene Spuren der Dipeptidase 
durch die Einwirkung von Alkali zerstört. So gewonnene EnzymlÖsungen bewirken 
gegenüber Leucylglycin auch bei Anwendung sehr großer Enzymmengen und langer 
(z. B. 24stündiger) Einwirkung keine meßbare Hydrolyse. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst 
für die zur Verfügung gestellten Mittel. 
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125. ÜBER DIE DIPEPTIDASE UND DIE POLYPEPTIDASE DER HEFE. 

Von Wolfgang Grassmann. 

Neunte Abhandlung über Pflaiizenproteasen in der von R. Wn,i,STÄTTER 
und Mitarreitkrx begonnenen Untersuch ungsreihe. 

{Aus dem Chemischen lyaboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München. ) 

Mit I Abbildung im Text. 

{Der Redaktion zugegangen am 29. März 1927.) 

Theoretischer Teil. 

Die Spezifitätsprüfung der am Kiweißabbau beteiligten Enzyme, die durch die 
Darstellung enzymatisch einheitlicher Proteasen ermöglicht worden ist (E. Wald- 
schmidt-Ukitz und A. HARTENECKb E. Waldschmidt-I.eitz und A. Schaffnern, 
R. Willstätter und W. Grassmann 3), konnte zunächst zu der Auffassung führen, 
daß den auf den Abbau einfacher Peptide eingestellten, gegenüber allen natürlichen 
Eiweißkörpern aber unwirksamen Peptidasen vom Typus des Darmerepsins die En- 
zyme von der Art des Trypsins und Pepsins als scharf gesonderte Gruppe gegenüber 
zu stellen seien. Der Gedanke war naheliegend, daß die für den Angriff der Enzyme aus 
den letzteren Gruppen spezifischen vStrukturen des Eiweißmoleküls ,, sowohl unter sich 
als von dem in den . . . einfachen Peptiden vorliegenden Typus verschieden sein" 
würden (E. Waldschmidt-Ueitz und A. Hartekkck^). Diese Schlußfolgerung ergab 
sich aus dem Befund, daß alle untersuchten Di- und [203] Tripeptide vom Pankreas- 
erepsin hydrolysiert werden, keines dagegen von dem tryptischen Enzym; sie wurde 
gestützt durch die Feststellung, daß weder für eine Verschiedenheit der beiden tierischen 
Erepsine, des Darm- und des Pankreaserepsins, noch für eine gegenseitige Vertretbar- 
keit des Trypsins und des ereptischen Enzyms Anhaltspunkte Vorlagen. 

Einer so scharfen Unterscheidung zwischen den Funktionen der eigentlichen 
Proteasen und der Peptidasen, wie sie in anderem Sinne auch in den von E. Abdkr- 

Diese Zs. Bd, 147, S. 286 [1925]; Rd. 149, S. 203 [1925] {Ahh. zog und iio). 

* Diese Zs. Bd. 151, S. 31 [1925/26] {Abh, 112). 

3 Diese Zs. Bd. 153, S. 250 [1926] {Abk. 122). 

^ Diese Zs. Bd, 149, S. 203, und zwar S. 213 [1925]. 
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HALDEN S M. Bergmann* und C. Oppenheimer^ angeregten oder entwickelten speziel- 
leren Theorien der Proteasespezifität zum Ausdruck kommt, ist indessen der Boden 
entzogen worden durch den am Beispiel des Pepsins'^, Trypsins^ und Papains^' ^ ge- 
führten Nachweis, daß auch bei diesen Knzymen ,,der gesamte Prozeß der hydroly- 
tischen Aufspaltung ... in der Ivösung von Peptidbindungen besteht'^ (Wald- 
schmidt-IvEitz, Schäpfner und Grassmann, a. a. 0 . S. 80) und daß auch hier „der 
Carboxylzuwachs ein richtiges Maß“ darstellt, ,,das dem wesentlichen Vorgang der 
Proteolyse entspricht“ (Willstätter, Grassmann und Ambros, a. a. O. S, 167). 
Oie \ on Waldschmidt-I/EITz und Mitarbeitern^ in Angriff genommenen Versuche 
durch fraktionierte Hydrolyse einfacher Biweißkörper, wie der Protamine, Aufschlüsse 
über die spezifischen Funktionen der einzelnen enzymatischen Individuen zu erlangen, 
führten weiterhin zu der Erkenntnis, daß ein und dieselbe Peptidbindung des Proteiii- 
nioleküls im Taufe der enzymatischen Proteolyse je nach dein eingeschlagenen Wege 
sowohl dem Angriff des Tr>^psins [204] wie dem des Erepsins zufallen kann. Es war die 
Annahme zu machen, daß für die spezifische Angreifbarkeit einer Bindung nicht allein 
die Natur der chemischen Bindung selbst und der unmittelbar beteiligten Aminosäuren, 
sondern ,, vielmehr außerdem die Natur und die Anzahl der benachbarten Amino- 
säure- und Pcptidkomplexe ausschlaggebend“ sein müßten. 

Nachdem die Identität der beiden tierischen Erepsine durch qualitative Beobach- 
tungen als gesichert gelten konnte, war in der wichtigsten pflanzlichen Peptidase, dem 
Hefeerepsin, kaum ein anderer Fermenttypus zu erwarten, zumal das Enzym gemäß 
den übereinstimmenden Befunden von K. G. Dernby^) und von Willstätter und 
Grassmann (a. a. 0.) in wichtigen Eigentümlichkeiten, so in der /)H'Abhängigkeit 
seiner Wirkung, keinerlei Unterschiede mit den beiden anderen Enzymen erkennen 
ließ. Schwer vereinbar damit waren allerdings die bemerkenswerten Beobachtungen 
von E. Abderhalden und seinen IVIitarbeiteni*), die auf eine verschiedene Angriffs- 
weise der einzelnen Peptidasen bei der Hydrolyse von Tri- und Tetrapeptiden hin- 
ziiweisen scheinen, sowie der auffällige Befund Abderhaldens und A. Fodors^), wo- 
nach das Hefeenzyms bei der Spaltung höherer synthetischer Pep- 

tide sehr erheblich nach der sauren Seite verschoben ist. In neueren Arbeiten aus dem 
Münchener Eaboratorium hat es sich nun ergeben, daß eine Reihe von Substraten 

‘ Naturwissensch. Bd. 12, S. 716, und zwar S. 719 [1924]. 

* Liebigs Ann. der Cliern. Bd. 445, S. i, und zwar S. 25 [1925]. 

5 Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. 2, Leipzig 1925. Vgl. dagegen Biochem. Zs. 
Bd. 179, S. 261 [1926], 

■» E. Waldschmidt-LeiTz und E. Simons, Diese Zs, Bd. 156, S. 114 [1926]; vgl. dagegen 
H. SXEUDEL. J. EbbiNGHAUs. A. Gottschaj.k, Diese Zs. Bd. 154, S. 21 u. 198 [1926]. 

5 E. WaldschmidX-LeiTz, A. Schaffner und W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 156, S. 68 
[1926]. 

^ Vgl. auch R. WILLSTÄXXER, W. Grassmann und O. Ambros, Diese Zs. Bd. 152, S. 164 
[1925/26] {Ahh. 121). 

*) Biocheni. Zs. Bd. 81, S. 107 [1917]. 

Diese Zs. Bd. 54, S. 363 [1907]; Bd. 55, S. 417 [1908]. 

3 ) Fermentforschung Bd. i, S. 533 [1916]; Bd. 4, S. 191 [1921]. 
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durch das Darmerepsin rasch und weitgehend, nicht aber durch das Hefeerepsin an- 
gegriffen werden, so gewisse Zwischenprodukte des enzymatischen Abbaues der Pro- 
tamine (WA1.DSCHMIDT-L1ETZ, Schaffner und Grassmann, a. a. 0 .), ferner einfache 
und aliphatisch oder aromatisch substituierte Amide der Aminosäuren. (Waldschmidt- 
IvEiTZ, Grassmann und Schaffner'^). 

Die vorliegende Arbeit, in welcher das Verhalten der Hefeenzyme gegenüber Di- 
peptiden, Polypeptiden und Proteinen [205] untersucht wird, hat zu dem Ergebnis 
geführt, daß die Abgrenzung des Spezifitätsbereiches der den Eiweißabbau 
vermittelnden Enzyme im Falle des Hefepilzes eine wesentlich andere ist, 
als bei den Proteasen des tierischen Verdauungstraktes. Zwar erweist 
sich das dipeptidspaltende Enzym, wie aus der quahtativen Übersicht der Befunde 
(Tab. i) hervorgeht, auch hier als vollkommen wirkungslos gegenüber einer größeren 
Anzahl untersuchter Proteine. Auf der anderen Seite spaltet es alle geprüften Dipep- 
tide, und zwar mit ähnUchen Geschwindigkeitsunterschieden, wie sie im Falle der 
tierischen Verdauungsenzyme angetroffen werden. Aber das Enzym vermag schon 
die drei untersuchten Tripeptide und ein Tetrapeptid lücht mehr anzugreifen. Es steht 
damit in scharfem Gegensatz zum Darm- und Pankreaserepsin, das, wie unten gezeigt 
wird, mit großer Geschwindigkeit Diglycylglycin, ferner Lcucyl-glycylyE'cin [E.Waed- 
sChmidt-Feitz und Harteneck^)] und nach E.Abberhaeden^) sogar ein aus 19 Amino- 
säuren aufgebautes Polypeptid hydrolysiert. 

Das dipeptidspaltende Enzym der Hefe, daß gemäß seinem engeren Spezifitäts- 
bereich richtiger als ,,Hefe-Dipeptidase“ bezeichnet wird, dürfte in Kombination mit 
dem Darmerepsin ein brauchbares analytisches Hilfsmittel bei der Beurteilung von 
Eiweißabbaugemischen darstellen. vSo wird der Befund von Waedschmidt-Feitz, 
Schaffner und Grassmann (a. a. O.), wonach ein durch die Wirkung des (kinasefreien) 
Trypsins aus Clupein gebildetes Abbauprodukt zwar durch Darmerepsin, nicht aber 
durch Hefeerepsin weiter zerlegt wird, nunmehr so zu deuten sein, daß in dem ab- 
gespaltenen Erepsinsubstrat kein Dipeptid, sondern ein höheres Peptid vorliegt. 

Das Spaltungsvermögen der Hefeautolysate für Tri- und Tetrapeptide, das lange 
bekannt und recht beträchtUch ist, findet sich bei dem angewandten adsorptiven 
Trennungsverfahren in dem leichter adsorbierbaren und in die Elutionen übergehenden 
Anteil des Enzymmaterials, der — völlig wirkungslos [206] gegen alle untersuchten 
Dipeptide — die auf natürliche Proteine einwirkende, als „Hefe-Trypsin'' bezeichnete 
Enzymkomponente enthält. In mehreren Fraktionen der Tonerdeadsorption läßt sich 
keine Verschiebung des Wirkungsverhältnisses gegenüber Tripeptiden und gegenüber 
Gelatine erkennen. Auch ein früher*] aus länger gealterter Enzymlösung dargestelltes 
und gegen Feucylglycin praktisch unwirksames Trockenpräparat des tryptischen 
Enzyms zeigte eine beträchthehe, wenn auch nicht ganz die seiner tryptischen Wirksam- 

^ Chem. Bcr. Ed. 60, S. 359 [1927]. 

*) Diese Zs. Bd. 149, S. 203, imd zwar S. 208 [1925]. 

Diese Zs. Bd. 151, S. 151 [1926]. 

‘1 R. WiEESTÄTTER und W. Orassmann, a. a. 0 . S. 274, 
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Substrat 


Dipeptidase 


rolypeptidase 

(Hefetrypsin) 


Alanylglycin 

Gl5*cylleucin 

Leucylglyciii 

Glyeylglycin 

Ivcucylalanin 

Alanyl-glycylglyciii . . . . 

I^ucyl-glycylglyciii . . . . 

Diglycylglycin ...... 

Iveucyl-diglycylglyciii . . . 

Clupeinsulfat 

Histonsulfat 

Casein 

Gelatine 

Fibrin 

Eieralbumin nativ . . , . 

Eieralbumin denaturiert 
Serumalbuinin denaturiert . 


kcit entsprechende Aktivität gegenüber T^encyl-glycylglycin. Indessen wird sich erst 
an einem umfangreicheren und methodisch vollkommeneren Versuchsmaterial die 
Frage entscheiden lassen, ob das tryptische und das polypeptidspaltende Knzym der 
Hefe identisch sind. In diesem Fall wäre die bisher übliche [207] grundsätzliche 
Scheidung zwischen Peptidasen und eigentlichen Proteasen überhaupt aufzugeben. 

Die von der dipeptidspaltenden Komponente befreite Polypeptidase entfaltet 
ihre optimale Wirksamkeit gegenüber Alanylglycylglycin zwischen -- 6,7 und 7,0. 
Der Abfall der Aktivität ist steil nach beiden Seiten, besonders nach der alkalischen. 
Bei = 7,8 beträgt die Spaltungsgeschwindigkeit nur mehr etwa die Hälfte der opti- 
malen. Das Enzym unterscheidet sich also auch in dieser Hinsicht erheblich von der 
Dipeptidase; es steht dem Hefetrypsin näher, dessen Optimum für verschiedene Sub- 
strate zwischen “ 5 ^ gefunden worden istb Die in den Versuchen von Abder- 

halden und Fodqr (a. a. O.) bei der Hydrolyse mittlerer Polypeptide beobachteten 
Spaltungsoptima von = 6,64 bis 7,3 dürften, entsprechend der von K. G. Dernby^ 
in Betracht gezogenen Möglichkeit, durch Überlagerung der Polypeptidase- und der 
Dipeptidase Wirkung zustande gekommen sein. 

Es ist zu erwarten und durch gesonderte Versuche an Tycucyl-glycylglycin und an 
Alanyl-glycylglycin bestätigt worden, daß die durch die Polypeptidase eingeleitete 
Hydrolyse der Tripeptide scharf zum Stillstand kommt, wenn eine Peptidbindung 
gelöst ist. Die in Angriff genommene präparative Aufarbeitung der Spaltstücke wird 
die für die systematische Stellung der Protease wichtige Frage zu entscheiden haben, 
welche der beiden endständigen Aminosäuren dabei abgespalten wird. Der Angriffs- 
punkt der Peptidase wird sich damit direkter und sicherer ermitteln lassen, als dies durch 

' Vgl. R. WillstäTXER und Grassm.\nx, a. a. O.; K. G. Dernby, a. a, O. 

^ A. a. O., und zwar S. 200. 
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Beobachtung des Drehungsvermögens während der Proteotyse nach Abderhai^den 
und Mitarbeitern 3 bisher möglich gewesen ist. Wenn, wie gezeigt werden wird, die 
Spaltbarkeit der drei Tripeptide [208] Alanyl-glycylglycin, heucyl-glycylglycin und 
Diglycylglycin in derselben Reihenfolge abnimmt wie die Spaltungsgeschwindigkeit 
der entsprechenden um einen Glycinrest ärmeren Dipeptide im Falle der Dipeptidase, 
so wird dies leichter mit der Annahme zu vereinen sein, daß die die freie Aminogruppe 
tragende Aminosäure des Polypeptides durch die Polypeptidase in Freiheit gesetzt wird. 

Auch bei der Aufspaltung eines Tetrapeptides, heucyl-diglycylglycin, vermag die 
Polypeptidase nur eine einzige Peptidbindung zu hydrolysieren. Da die beiden als 
Spaltstücke in Frage kommenden Tripeptide ihrerseits durch das Enzym weiter zer- 
legt werden würden, ergibt sich, daß eine Zerlegung in zwei Dipeptidmoleküle erfolgt 
ist. Gemäß den Ergebnissen der stufenweisen Titration nach R. Wieestätter und 
E.Waedschmidx-Leitz^) hat in der Tat die Hydrolyse nicht zur Bildung freier Amino- 
säuren geführt. 

Die beschriebenen Wirkungen der Hefepolypeptidase lassen sich in vorläufiger 
Weise am einfachsten so kennzeichnen, daß das Enzym Peptidketten, von einem der 
freien Enden beginnend, unter Abspaltung von Dipeptidmolekülen zerlegt. 
Die richtige räumliche Lage einer Peptidbindung zu dem die Anlagerung des Enzyms 
zunächst vermittelnden freien Ende der Kette könnte möglicherweise die notwendige 
Voraussetzung für den enzymatischen Angriff darstellen. Diese Auffassung, welche 
sich an die von H. v. Eueer^) entwickelten Vorstellungen über den Wirkungsmechaiüs- 
mus der Glucosidasen und Peptidasen anlehnt, stellt dem Enzym das Darmerepsin 
gegenüber, das auf die Abspaltung von Aminosäuren aus ihrer amidartigen 
Verknüpfung eingestellt ist. Sie läßt die Existenz weiterer Peptidasen als möglich vor- 
hersehen, durch deren Wirkung aus den Peptidketten noch längere Bruchstücke ab- 
gesprengt werden. 

[209] Die fraktionierte Hydrolyse einfacher Polypeptide, die durch die Kombination 
der beiden Hefepeptidasen ermöglicht wird, stellt einen einfachen Modellversuch zu 
den von Waedschmidt-Lettz und Mitarbeitern mit Hilfe tryptischer und ereptischer 
Enzyme durchgeführten fraktionierten Hydrolysen natürlicher Proteine dar. Wenn 
auch in den bisher ausgeführten, zunächst auf die Peptide der wichtigsten Mono- 
aminosäuren beschränkten Versuchen die Länge der Peptidkette als der ausschlag- 
gebende Faktor erscheint, so ist es doch wenig wahrscheinlich, daß die Spezifitäts- 
unterschiede der Proteasen allein von diesem Gesichtspunkt aus werden erklärt werden 
können. Eine wichtige und noch zu wenig untersuchte Rolle dürfte vielmehr den Eigen- 

3 E. Abderhaeden und A.H.Koeeker, Diese Zs. Bd. 54. S. 363 [1907/08]; E. Abder- 
halden, A. H. Koeeker und F. Medigreceanu, Diese Zs. Bd, 62, S. 145 [1909]; E. Abder- 
halden und L. Pincussohn, Diese Zs, Bd. 66, S. 277 [1910] und a. a. 0 . 

') Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 [1921]; R. WiLESTÄtXER, Abderhaldens Handb. der biol. 
Arbeitsmeth. Abt. i, Teil 7, S. 289 [1923]. 

*) Diese Zs. Bd. 143. S. 79 [1924/25] und a. a. 0 . Vgl. dazu R. Kuhn und H. Münch, Diese 
Zs. Bd. 163. S. r [1926/27]; H. v. Eueer und K. Josephson, Diese Zs. Bd. 157, S. 122 [1926]; 
Bd. 162. S. 85 [1926]. 
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tüniliclikeiten der an der Peptidbildung beteiligten Aminosäuren zukommen. Her Be- 
fund von E. Waldschmipx-IvEitz und Th. Koeemann ^ wonach zwischen dem Prolin- 
gehalt von Protaminen und ihrer Angreifbarkeit durch Try^psin beachtenswerte Be- 
ziehungen bestehen, dürfte als ein erster Anhaltspunkt in dieser Richtung zu bewerten 
sein. 

Experimenteller Teil. 

I. Verhalten der Hefeproteasen gegen Dipeptide. 

Die fünf untersuchten, aus einfachen Aminosäuren aufgebauten Dipeptide wer- 
den, wie aus den Versuchen der Tab. 2 hervorgeht, ausnahmslos durch die Hefedipepti- 
dase gespalten, keines von ihnen dagegen durch das Hefetrypsin, auch nicht in langen 
Versuchszeiten. Die Geschwindigkeiten, mit denen die einzelnen Peptide zerlegt wer- 
den, nehmen in der gleichen Reihenfolge und sehr annähernd im gleichen Verhältnis 
ab wie im Falle des Darm- und Pankreaserepsins (vgl. K. Waudschmibt-Deixz und 
A. Schaffnern). Am leichtesten, nämlich mehr als doppelt so rasch wie Leucylglycin, 
ist das Alanylglycin spaltbar, und mit erlieblicliem Abstand folgen Glycylglycin und 
das besonders schwer angreifbare d,l-Ireucyl-d,l-Alanin. Diese Tatsache, die ein 
Gegenstück in den Verhältnissen bei den entsprechenden Tripeptiden findet, wird 
nicht als Argument [210] für die Annahme der Identität des tierischen Erepsins und 


'J'abelle 2. 

Verhalten von Dipeptiden gegen die Dipeptidase und die Polypeptidase der Hefe. 
(0,5 Müliinol der raceniischen oder 0,25 Milliniol der optisch einheitlichen Peptide; ~ 7*^ > 
eingestellt durch n/25-Ainmonchlorid-Animoniakpuffer; Spaltung geiiiessen in can n/20-KOII 
Ti 00% Spaltung = 5,00 ccm hange]; Vol. 5 ccm; 40°.) 


Peptid 

Dit>eptid;ise 

<KinheiLen) 

Trj-psin 

( polypeptidase) 
(Einheiten) 

V* 

Spaltung nach Stunden 
(ccm n/20-KOH) 

1.2 4 1 

16 

d, 1- Alanylglycin 

0,50 

0,002 ±0,002 

3.85 

470 : 

4, «5 ; 

— ■ 

“ 

GIycyl- 1 -leucin 

0,50 

0,002 ± 0,002 

2,40 

3.15 : 


— 

— 

d,l-Iveucylglycin 

0,50 

0,002 ±0,002 

1,20 

2,40 ‘ 

4,20 ' 

- 

— 

Glycylglycin 

0,50 

0,002 ±0,002 

— 

0.73 ; 

1,07 

- 1 , 4 ^ 

— 

d,l-Leucyl-d,l- Alanin (0,030 «) 

0,50 

0,002 ±0,002 

— 

0,17 ■ 


0,58 


d , 1- Alanylglycin 

0,001 ±0,001 

0,27 

— 

— 

0,02 

- ■ 

— 

Glycyl-l-leucin 

0,001 ±0,001 

0,27 ' 

— 

— i 

0,001 

0,01 ; 

0.01 

d,l-heucylglycin 

0,001 ±0,001 

0,20 


: __ i 

— 0.01 

“0,02 1 

— 0,02 

Glycylglycin 

0,001 ±0,001 

0,26 

— 

' ■■■ i 

0,00 j 

0,02 j 

0,04 

d,l-Leucyl-d,l-Alaniii (0,030 g) 

: 0,001 ±0,001 

0,27 

— 

— 

0,01 ^ 

— 1 

— 0,02 


der Hefedipeptidase auszuwerten sein. Es ist wahrscheinlicher, daß die Festigkeit 
der Peptidbilldung selbst für die beobachteten Unterschiede verantwortlich zu machen 
ist. Indessen scheint die von P. A. Uevrne, H. S. Simms und M. H. Pfaetz^) aus- 


^ Diese Zs. (im Druck). 

* Diese Zs. Bd. 151, S. 31, und zwar S, 54 [1926] {Abh. 112). 

Jl. of Biol. Chem. Bd. 61, S. 445 [1924]; P. A. hRVKNE und H. S. Slmms, Jl. of Biol. Chem. 
Bd. 62, S. 711 [1924/25]; LrKVENE. Simms und Pfaetz, Jl. of Biol. Chem. Bd. ;o, S. 253 [1926]. 
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gesprochene und begründete Hypothese, wonach die Festigkeit der Peptidbindung 
durch die Dissoziationskonstanten der beteiligten Aniino- und Carboxylgruppe be- 
stimmt wäre, zur Deutung der experimentellen Befunde noch nicht auszureichen. 
Auf Grund der von K. Winkei,bi,ECIt^ bei Glykokoll, Alanin und Feucin ermittelten 
Werte für K^, die neuerdings durch L. J. Harris ^ im wesenthehen bestätigt [21 1] wur- 
den, kann wohl eine leichtere Spaltbarkeit der Alanylpeptide vorhergesehen werden. 
Aber die Dissoziationskonstanten des Glykokolls und des lycucins unterscheiden sich 
nur sehr wenig, und zwar liegt der Unterschied entgegengesetzt dem zu erwartenden. 

In den Versuchen der Tab. 2 und 3 enthielt die Titrationsprobe von je 5 ccin je 74 Mdlünol 
der optisch einlieitlichen, bzw. V2 MilHiiiol der raceniischeii Peptide. Die Titration erfolgte in 
alkoholischer Lösung mit ^/lO-KOH und Thymolphthalein als Indicator. Der vollständigen 
Aufspaltung einer Peptidbindung entspricht demnach ein Aciditäts Zuwachs von 5,00 can. In 
Gegenwart von Ammonchlorid-Ammoniakpuffer konnten auch mit der verdünnteren Lauge 
noch vollkommen scharfe Farbumschläge erzielt werden. (Maximaler Fehler der Einzeltitration 
d: 0,05 ccm.) Enzym- und Substratlösung wurden vor dem Versuch durch Zugabe von Ammoniak 
auf ps = 7,8 gebracht. Gemäß den ausgeführten Kontrollen ist ein ^n-Pereich von 7,8 bis 8,1 
nicht überschritten worden. 

Von der Berechnung von Reaktionskonstanten wurde abgesehen, da die Abweichungen von 
der monomolekularen Kinetik teilweise recht erheblich sind. 

2. Verhalten der Hefeproteasen gegen Tri - und Tetrapeptide. 

Die gegenüber Dipeptiden vollkommen unwirksamen Elutionen des tryptischen 
Enzyms spalten die drei untersuchten Tripeptide und das Tetrapeptid Ueucyl-diglycyl- 
glycin rasch und weitgehend. Die Polypeptidspaltungen der Tab. 3 sind noch nicht 
bei optimaler Acidität, sondern wie im Falle der Dipeptidase bei />h = ausgeführt. 
Trotzdem werden die geprüften .synthetischen Substrate, wie ans einem Vergleich mit 
den Angaben der Tab. 4 hervorgeht, von den Enzymlösungen um ein vielfaches rascher 
hydrolysiert als die untersuchten Proteine: 

Wälirend 0,6 g Gelatine durch 0,6 Trypsineinlieiteii in 24 Stunden entsprechend einem 
Aciditätszuwadis von 1,45 ccm ”/5-KOH zerlegt werden (Tab. 4, Zeile 5), spalten im Versuch 2 
der Tab. 3, der zimi Vergleich auf doppelten Ansatz lungereclmet wird, 0,50 Trypsineinheiten 
245 mg (i Millimol) d,l-ljiicyl-glycylglycin schon in 2 Stimden entsprechend einem Aciditäts- 
zuwachs von 6,36 ccm “Ao‘ oder 1,59 ccm »y^j-KOH, 

Wenn die von nachweisbarer tryptischer Wirkung befreiten Lösungen der Dipep- 
tidase nur gegenüber dem Diglycylglycin sich als völlig unwirksam erwiesen, während 
sie für die leichter [212] spaltbaren Polypeptide noch eine sehr geringe, aber außerhalb 
der Fehlergrenze liegende Spaltungsfähigkeit zeigten, so ist dies lediglich der größeren 
Empfindlichkeit zuzuschreiben, mit welcher die letzten Spuren des "der Dipeptidase 
noch beigemengten Enzyms an ihrer Wirkung auf diese Substrate erkannt werden 
können. Das Trennungsverfahren wird hier, entsprechend der verfeinerten Möglich- 
keit des Nachweises, noch zu verbessern sein. 

Es war auf Grund der beschriebenen Spezifitätsverhältnisse nahezu mit Sicherheit 
zu erwarten, daß die Tripeptide durch die einheitliche Polypeptidese nicht über die 

® Zs. physikal. Cliem. Bd. 36, S. 546 [1901]. 

3 Proc. of the Roy. Soc. B, Bd. 95. S. 440 [1923] 
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Tabelle 3. 

Verhalten der Hefeproteaseu gegen Tri- und Tetrapeptide. 
(Versuchsbedingungen wie Tab. 2.) 


Peptid 

Polypeptidase 

(Trypsin) 

(iiinheiten) 

Dipeptidase 

(Uinheiter) 

Biiiiiiih 

d.l-Alanyl-glycylglycin . . 

0,28 

0,(X)I ±0,(K)I 

2.25 : 3.22 

j 

d,l-beucyl-glycylglycin . . 

0,25 

0,001 ±0,001 

! 1,^X3 


Diglycylglycin 

0,20 

0,001 ±0,001 

— 0,62 

1 . 1 1 1 1 ,65 

d,l-]^ucyl -diglycylglycin . 

0.27 

0,001 ±0,001 

— ■— 

.3./0 i 

d,l-Alanyl-glycylglycin . . 

0,0(^2^0,002 ^ 

0,50 

0,08 

0,17 

d.l-Deucyl-glycylglycin . . 

0,OC)2 ±0,002 

0,50 

— 1 -0,04 

0,09 i 

Diglycylglycin 

0,002 ±0,002 

0,50 

j - -0,02 

- 0,02 0,00 

d,l-Leucyl-diglycylglycin . 

0,002 ±0,002 1 

0,50 

... 1 

0,12 — 


Dipeptidstiife hinaus abgebaut werden würden, und es ist mehr eine Bestätigung der 
bisherigen Ergebnisse, wenn an zwei Beispielen gezeigt wird, daß in der Tat die Hydro- 
lyse scharf, an dem Punkte zum Stillstand kömmt, der eiuem Zerfall des Peptids, bzw. 
seiner spaltbaren 1-Fonn, in ein Molekül Aminosäure und ein Dipeptid entspricht. 

Versuch i: Partielle Hydrolyse von üencyl-glycylglycin. 

122 mg dd'Peptid 74^hllimol 1 -Peptid), o,3oTrypsineinJieiteii, durch Zusatz von o, 1 1 ccm 
2,5 i 1'NH3 auf pn" 7 >^ gebracht, 0,4 ccm n/z-Aiumoniak-Aminonchloridpuffer von Pn — 7,8. 
Vol. — 5,0 cani 40'’. Der Zerlegung in Dipeptid und Aminosäure entspricht ein Aciditätszuwachs 
von 5,00 ccm %o-KOH. 

[213} Spaltungszeit (Stunden) i 274 17 

Spaltimg {ccm -KOII) 240 4,90 4,96 

Nach Zugabe von 1,2 Dipeptidaseeinheiten schreitet die Spaltung fort, und zwar innerhalb 
weiterer 2 Stunden entsprechend einem Aciditäts Zuwachs von 0,69 ccm. 

Versuch 2: Partielle Hydrolyse von Alanyl-glyeylglyciii. 

40,6 mg d,l- Peptid (krystallwasserfrei) (= Yio Millimol 1 ( + )-Peptid), 0,10 Trypsineinhciteii. 
0,04 ccm 2,5n-NH,, 0,16 ccm «4-NH4C1, 0,10 ccm “/i-Bssigsäure ; pn der Mischung 7,0; Vol. 
= 2,0 cem; 40'’. Der Zerlegung in Dipeptid und Aminosäure entspricht ein Aciditätszuwaclis 
von 2,00 ccm "^o-KOH. 

Spaltungszeit (Stunden) i ü/j 3V4 5 Vi 

Spaltung (ccm 1,56 1,78 1.97 2,00 

Aus dem analytischen Ergebnis ist nicht zu entnehmen, an welcher Stelle des Tri- 
peptidmoleküls der Angriff erfolgt ist; diese Frage wird noch durch die Isolierung der 
Spaltstücke zu klären sein. Doch scheint aus den Versuchen der Tab. 3 , obwohl sie 
nicht durchwegs mit derselben Enzymlösung und nicht mit völlig gleichen Eiizym- 
mengen ausgeführt sind, hervorzugehen, daß die Spaltbarkeit der drei Tripeptide AlanyF 
glycylglycin, Eeucyl-glycylglycin und Diglycylglycin wie im Falle der entsprechenden 
Dipeptide von der Alanyl- zur Glycylverbindung abnimmt. Diese Tatsache macht es 
einigermaßen wahrscheinlich, daß die Hydrolyse der Tripeptide an der entsprechenden 
Stelle, d. h. zwischen der ersten und zweiten Aminosäure stattfindet. 

ImFalledesTetrapeptidesEeucyl-diglycylglycinwarenzwei Fälle aismöglich voraus- 
zusehen. Wenn die Hydrolyse mit der Abspaltung einer Aminosäure einsetzte, so mußte 
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das entstehende Tripeptid durch das Enzym weiter zum Dipeptid abgebaut werden. 
Bei symmetrischer vSpaltung sollten dagegen die beiden gebildeten Dipeptide intakt 
bleiben. Die erste Möglichkeit verlangt einen Zuwachs von zwei, die zweite einen 
solchen von einer Carboxylgruppe auf ein Mol des gespaltenen Peptids. Der Versuch 
entscheidet zugunsten der symmetrischen Spaltung; es wird nur eine Peptidbindung 
gelöst. Daß in der Tat keine freien Aminosäuren bei der Spaltung gebildet worden sind, 
ergibt sich auch aus der befriedigenden tibereinstimmung [214] des in goproz, und 
in 5oproz. Alkohol ermittelten Aciditätszuwachses. 

Versuch 3: Partielle Hydrolyse von I^ucyl-diglycylglycin. 

60,4 mg d,l-Peptid (= Vio Millimol l(+)-Peptid), 0.13 Trypsineinlieiten, 0.04 ccm 2,5n-NH3, 
0,16 ccm “/j-Aiimionchlorid-Annnoniakpuffer von Vol. = 2,occm; 40 ^ Der Zer- 

legung des 1 - Peptids in 2 Moleküle Dipeplid entspricht ein Aciditäts Zuwachs von 2,00 ccm 
»/,0-KOH. 

Spaltungszeit (Stunden) 3'A öVz 9 12 

Aciditätszuwachs, gern, in 90 proz. Alkohol ' 1,70 1,94 2,00 2,04 ccm ^/20-KOH 

,, ,, ,, 5oproz. ,, — 1,86 — — 

Ganz anders hegen die Verhältnisse im Falle des Darmerepsins. Die von tryptischer 
Wirkung befreite einheitliche Peptidase leistet die gesamte Hydrolyse des Tripeptids, 
wenn auch in zwei deutlich erkennbaren Stufen. Die Zerlegung zur Dipeptidstufe ver- 
läuft außerordentlich rasch, erhebÜch rascher als die vergleichsweise gemessene Hydro- 
lyse des Leucylglydns. Erwartungsgemäß mit erheblich geringerer Geschwindigkeit 
folgt dann die Hydrolyse des gebildeten Glycylglycins. Dieser Befund steht in Über- 
einstimmung mit dem Ergebnis von P. A. Ekvene, H. S. Simms und M. Ppai^tz (a. a. 0 .), 
wonach Tripeptide durch das Darmerepsin etwa zehnmal rascher zerlegt werden, als 
die analog gebauten Dipeptide. 

Je I ccm Darmerepsinlösung mit a) 47,1 mg (74 Millimol) Diglycylglycin, b) 94,0 mg d.l-lycu- 
cyl-glycin (74 Millimol !( + )- Peptid), pn 8,0, Vol. 5,0 ccm; Ausführung entsprechend Tab. 2 
und 3. Der Aufspaltung einer Peptidbindung entspricht ein Aciditätszuwachs von 5,00 ccm. 

Spaltungszeit (Stunden) i 2 

a) Diglycyl-glycin: Spaltung entspr. 4,88 5,44 ccm 

b) d,l-I^ucylglycin: 3.Ö8 4,37 „ 

3. Verhalten der Hefeproteasen gegen Proteine. 

Alle untersuchten Proteine werden bei = 5,0 vom Hefetrypsin hydrolysiert, 
wenn auch nicht sehr rasch (Tab. 4). Eediglich das native Eieralbumin findet man 
resistent, was den früher mit rohen Enzyrnlösungen erhaltenen Befunden entspricht. 
Auch im denaturierten Zustand erwies sich dieses Protein als recht schwer angreifbar, 
obwohl es in feiner [215] Verteilung zur Anwendung kam. Die verhältnismäßig hohe 
Spaltbarkeit des Albuminpeptons steht mit den Erfahrungen von WiLbSTÄTTER und 
Grassmann (a. a. 0 .) im Einklang. 
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Tabelle 4. 

Spaltung von Proteinen durch das Hefetrypsin (Polypeptidase), 

(Pg = 5,0, eingestellt durch Dinatriuincitrat ; Spaltung gemessen in can n/5-KOH; Vol. ioccin,'40^.) 


SuV>stti\t 

g 

Tn-psiii 

(Einheiten) 

Spaltung iiuoli Stimdon (ccin a/S'KOH) 

[ 2 1 4 [ 24 1 4*^ 

Eieralbumin nativ . . . . 

0,20 

0.75 

— 1 

0,02 

0,02 j 

0,00 

Eieraibumin denaturiert . 

0,20 

075 

0,09 1 


0,18 i 

0.35 

Serum albiunin denaturiert 

0,08 

0,51 



0,52 

— 

Fibrin (Merck) 

0,20 

1,2 

— 

— 

1.04 

— 

Gelatine 

0,60 

0,60 

0,23 

0,40 1 

1.45 


Casein ^ 

0,40 

0,80 

0,19 

i 0,26 

0.5-2 

— 

Histonsulfat 

0,20 

0,96 i 

0.24 

0,42 

I 1 

— 

Clupeinsulfat 

0,20 

0,55 

0,23 

— 

— 

! -2/»7 

Albuminpepton (Merck) , 

0,40 

0,55 

0,34 

0,62 

2,02 



Die Dipeptidase vermag auch in langen Versuchszeiten und bei Anwendung großer 
Enzymmengen keinen der geprüften Eiweißkörper zu spalten {Tab. 5). Dagegen er- 
weist sich das Enzym in seiner vorläufig erreichbaren Reinheit nicht als wirkungslos 
gegenüber dem Merckschen Albuminpepton. Dieser Befund steht in einem gewissen 
Gegensatz zu den Ergebnissen der von Waldschmidt-IvEITZ und I\Iitarbeitern mit 
Darm- und Pankreaserepsin angestellten Versuche, die allerdings mit geringerer Sub- 
stratkonzentration und mit erheblich (3 bis 5 mal) geringerer Enzymmenge bei einer 
Spaltungsdauer von nur 2 Stunden durchgeführt sind". Es bleibt abzuwarten, ob die 
Spaltungsfähigkeit des Hefeenzyms für dieses Substrat [216] gleichzeitig mit der Ent- 
fernung der letzten Spuren der Polypeptidase (vgl. oben, Abschnitt 2) verschwinden 
wird. 


Tabelle 5. 

Verhalten der Hefedipeptidase zu Proteinen. 

(Pjj = 7^8, eingestellt durch m/30-Phosphatgenilsch ; Vol, 10 ccm ; 40®. vSpaltung gemessen in 

ccin n/5-KOH.) 


Substrat 

' 

g 

Dipeptidase 

(Einheiten) 

Spaltu 

(cc 

4 

ag nach Stunden 
m 11/5 -KOH) 

24 j 48 

Bheralburnin nativ .... 

0,20 i 

1.5 

0,04 

0.00 

0,04 

Eieralbumin denaturiert . 

0,20 1 

1.5 

0,03 

0,01 

-0,03 

Fibrin (Merck) 

i 0,20 

1.5 

— 

— 

0.03 

Gelatine 

i 0,20 ; 

i,i 

— 

0,05 

— 

Casein 

■ 0,40 ; 

0.7 

0,03 ' 

0,01 

0,05 

Histonsulfat 

0,20 

1.5 


0,05 

1 — 

Albuminpepton (Merck) . 

i 0,40 ! 

0,7 

0,27 

i 1,24 

1 C^o 


4. ^jj-Abhängigkeit der Polypeptidase. 

Die Abhängigkeit der Spaltung von Alanyl-glycylglycin , mit dipeptidase- 
freiem Enzynimaterial ermittelt, ergibt sich aus den Werten der Tab. 6 und der Figur. 

* Versuch au^efülirt bei = 7,2, eingestellt durch “/5<i-Pliosphatgenilsch. 

* E. Waedschmidt-ÜEITZ und A. HarTKNECk, Diese Zs. Bd, 149, S. 203, und zwar S. 217 
[1925]; E. WaedschmidT'LeiXz und A. Schaffner, Diese Zs. Bd. 151, S. 31, und zwar S. 55 
[1925/26]. 
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Die höchste Spaltimgsgeschwindigkeit ist bei gemessen worden. Aber auch 

bei = 6,4 findet man die Wirksamkeit noch wenig vermindert. Unter Berücksich- 
tigung des gesamten Kurvenverlaufes dürfte das Spaltungsoptimum eher ein wenig 
auf der sauren Seite des Neutralpunktes, zwischen etwa 6,7 und 7,0 anzusetzen 
sein. Der Abfall der Aktivität nach der alkalischen Seite ist steil, und bei = 7,8, 
dem Optimum der Dipeptidase, beträgt die Wirkung nur noch die Hälfte der maxi- 
malen. Es bleibt zu untersuchen, ob die elektrochemische Natur des Substrates für 
den Verlauf der Kurve von Bedeutung ist. 

Nach vorläufigen Versuchen, deren Durcharbeitung noch nicht abgeschlossen ist, wird 
die Wirksamkeit der Hefepolypeptidase in Gegenwart von Fhosphatpuffer sehr erhebhch geringer 
gefunden, als mit Ammonchlorid-Ainmoiiiakiiiischungen gleicher Reaktion. Um derartige Ein- 
flüsse verschiedener Puffermischungen zu vermeiden und die [217] Bedingungen der übrigen 
Versuche nach Moghehkeit beizubehalten, verfuhr man so, daß man die animonsalzhaltigen 
Hydrolysenmischungen, deren Zusammensetzung im übrigen den Versuchen der Tab. 2 und 3 
entsprach, durch Zugabe geeigneter Mengen von Essigsäure auf die gewünschte Acidität brachte. 
In dem eingehalteneu Bereich war, wie aus den nach dem colorinietrischen Verfahren durchge- 
führten Bestimmungen hervorgeht, die Konstanz der Wasser stoffionenkonzentration trotzdem 
eine recht gute. 


Tabelle 6. 

^u-Abhäugigkeit der Hefepolypeptidase. 

(Substrat Alanyl-glycylglycin.) 

i.oi mg d,l-Alanybglycylglychi, krystallwasserfrei (= 74 Millhnol 1 ( +)-Peptid), 0,25 Trypsin- 
einheJten, 0,10 ccm 2,5n-NH3, 0,40 ccm n/2 -Ammonchlorid mit wechselnden Mengen von 
n/ 1 -Essigsäure ■ Vol. = 50 ccm; 40“^; Spaltungszeit i Stunde, Aciditätszuwachs gemessen mit 

n/20-KOH. 


Zusatz an 
n/i -Essigsäure 

(ccm) 

der Versuchs- 
mischung 

Spaltung 
(ccui n/20-KOH) 

Beginn 

Ende 

0,36 

5,5 

5.4 

1,21 

0,29 

6,4 

6,4 

3.47 

0,22 

7.0 

7.1 

3.89 

0,17 

7.4 

7.5 

3.22 

0,00 

7.9 

7.9 

1,60 



Abhängigkeit der Hefepolypeptidase. 
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[218] 5. Zur Beziehung zwischen der Polypeptidase und dem tryp- 

tisclien Bnzym derHefe. 

Aus den Versuchen des zweiten und dritten Abschnittes ergibt sich, daß in den 
Restlösungen der Tonerdeadsorption die Wirksamkeit gegen Tri- und Tetrapeptide 
ungefähr gleichzeitig mit der trypti sehen Wirkung verschwindet und daß sie in den 
Elutionen zusammen mit dem Try'psin angetroffen wird. Es war zu prüfen, ob auch 
in den bei unvollkommener Scheidung der Enzyme erhaltenen Fraktionen die Wirkung 
auf Polypeptide mit der tryp tischen parallel gehen würde. Es wird allerdings erst die 
Ausarbeitung einer Bestimmungsmethode der Polypeptidase bei optimalem und 
die Untersuchung der in Betracht kommenden aktivierenden und hemmenden Ein- 
flüsse notwendig sein, che exakt entschieden werden kann, ob die Träger der beiden 
Enzymwirkungen identisch sind. Die vorläufig unternommenen, rein orientierenden 
Versuche geben keinen sicheren Anhaltspunkt für die Annahme einer Verschiedenheit 
des polypeptidspaltenden und des tryptischen Enzyms. 

Zu den Versuchen der Tab. 7, in welcher die Spaltimgsfähigkeit für Ucucylglycin 
und für DiglycyFgtycin mit der an der Gelatinehydrolyse gemessenen tryptischen Wir- 
kung verglichen wurde, diente 

A. ein frisches Rohautolysat, 

B. eine aus A. erhaltene Phosphatelution aus Tonerdeadsorbat, die dank der 
Anwendung einer reichlichen Tonerdemenge noch 14 % der Dipeptidase neben 40 % 
des ursprünglichen Trypsins enthielt, 

C. eine durch zweimalige Adsorption (gemäß Abschnitt 4 der vorausgehenden Arbeit) 
erhaltene Elution des tryptischen Enzyms, in der sich bei langer Spaltungszeit noch 
geringfügige vSpuren der Dipeptidase nachweisen lassen, 

D. eine trypsinfreie Restlösung der Dipeptidase. 

Als Maß der gegenüber den Peptiden wirksamen Enzymmenge gilt hier vorläufig 
der reziproke Wert derjenigen Zeit t, die zur Erzielung einer Spaltung von 10% des 
Substrates (Aciditätszuwachs 0,50 ccm) benötigt wird; sie ist durch [219] Interpolation 
ermittelt. Der Quotient aus der Spaltungsfähigkeit gegenüber Diglycylglycin ijiiy 


Tabelle 7. 

Vergleich des Spaltungsvermögens für Gelatine, Diglycylglycin und üeucylglycin 
in Fraktionen der Toiierdeadsorption. 


Ver- 

such 

nru?yin]ösimg 

.Substrat 

Trypsin- 

einheiten 

(Oelatiue) 

E 

Spaltung nach Stunden 
(ccm ij/ao-KOH) 

(Min.) 



2 

4 

^4 


A 

Rohautolysat 

Eeucylglycin 

0,028 


4,61 

4,95 


9 

4,0 



Diglycylglycin 

0,028 

0,04 

— 

0,29 

L 57 

445 

0,08 

B 

I . Rlution 

Leucylglycin 

i 0,06 

2,99 

4.55 

4,90 

— 

10 

L 7 



Diglycylglycin 

! 0,06 

0,22 

0,44 

ü,8o 

2,40 

135 

; 0,12 

C 

2. Elution 

Leucylglycin 

; 0,19 

0,00 

— j 

1 O.II 

0,63 

I2ÜO 

0,004 



Diglycylglycin 

i 0,19 

0,62 

, 1,16 

1,50 

3,20 

40 

0,13 

D 

Restlösung 

Leucylglycin 

^ 0,00 

2,40 

1 4,20 

[ 4,90 

— 

12 

00 



Diglycylglycin 

0,00 j 

0,00 

1 0,00 


0,04 

00 
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und aus der Anzahl E der nach der Gelatinemethode ermittelten Trypsineinheiten, 
Q = sollte annähernd konstant bleiben, wenn die Wirkung auf das Protein 

und auf das Tripeptid von dem gleichen Enzym ausgehen. 

In den angegebenen und einigen weiteren Beispielen ergeben sich nur geringfügige 
und kaum außerhalb der beträchtlichen Fehlergrenzen der Methode Hegende Ver- 
schiebungen dieses Verhältnisses, während gleichzeitig der Quotient aus dem Wir- 
kungsvermögen gegenüber Leucylglyciu und aus der Anzahl der Trypsineinheiten in 
weitesten Grenzen variiert. 

Im ausgesprochenen Gegensatz zum dipeptidspaltenden Enzym büßt die Poly- 
peptidase beim Altern an Wirksamkeit nicht erheblich ein; sie ist ebenso haltbar wie 
das tryp tische Enzym. In einer nach dem üblichen Verfahren gewonnenen dipeptidase- 
freien Elution war bei längerem Aufbewahren im Eisschrank keine Veränderung im 
Wirkungsvermögen gegen die beiden Substrate zu beobachten. 

Alter der Bnzymlösung 4 20 37 Tage 

Wirkung auf Gelatine {4 ccm Enzymlösung, Bedingungen 

der Bestinimungsmethode) 1.32 1,37 — ccm 

Wirkung auf Leucyl-glycylglycin (2 ccm EnzymlÖsutig, 

2 Stunden, Bedingungen wie Tab. 3) 3,17 3,20 3,10 ccm "/iü-KOH 

[220] Auch ein früher nach anderem Freilegungsverfahren gewonnenes und nach 
zweimonatHcher Alterung durch Acetonfällung isoliertes Trockenpräparat des Hefe- 
trypsins (praktisch frei von Dipeptidase *), dessen tryptische Wirksamkeit nach fast 
zweijähriger Aufbewahrung nicht gelitten hatte, zeigte eine beträchtliche Wirksamkeit 
gegen Teucyl-glycylglycin. Aber sie betrug doch nur ungefähr von derjenigen, die 
man nach der tryptischen Wirksamkeit gemäß den Versuchen der Tab. 3 hätte erwarten 
dürfen. Es ist noch nicht zu entscheiden, ob hier eine Verschiebung iiii Mengenverhältnis 
der Enzyme wirklich vorliegt, oder ob sie durch den Einfluß aktivierender und hem- 
mender Begleitstoffe vorgetäuscht wird. 

20 mg Trockenpräparat (0,20 Trypsitieinlieiten) hydrolysierten Yz Millimol d,l-Eeucyl-glycyl- 
glycin bei = 7,8 und unter den Bedingungen der Tab. 3 a) in einer, b) in 4 Stunden, entsprechend 
einem Aciditatszu wachs von a) 0,78, b) 2,12 ccm "/jo-KOH. 

Herrn cand. ehern. H. Dyckerhoff danke ich für experimentelle Mithilfe bei der 
Darstellung der benötigten Peptide. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft für die zur Verfügung gestellten Mittel ergebenst zu danken. 

' R. WikLSTÄTTER und W. Grassmann, a. a. 0., S. 174. 
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126. ÜBER DIE WIRKUNGSWEISE DER HEFEPOLYPEPTIDASE, 

Von Wolfgang Grassmann und Hanns Dyckerhoff. 

Zehnte Abhandlung über Pflanzenproteasen in der von R. WinnsTATTKR 
und Mitarbeitern begonnenen Untersuch ungsreihe. 

(Aus dem Chemischen haboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenscliaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 12. Januar 1928.) 

Theoretischer Teil. 

Die peptidspaltenden Enzyme der Hefe lassen sich, wie vor kurzem gezeigt 
werden konnte c durch fraktionierte Adsorption an Tonerde in zwei Komponenten zer- 
legen, von denen die eine (,,Hefc-Dipeptidase“) in ihrer Wirkung auf die Hydro- 
lyse von Dipeptiden beschränkt ist, während die andere (,,Hefe-Polypcptidase'‘) 
Tri- und Tetrapeptide angreift und bis zur Dipeptidstufe, aber nicht darüber 
hinaus zerlegt. Dieses Ergebnis, das in dem neuerdings beobachteten unterschied- 
lichen Verhalten tyrosinhaltiger Dipeptide und Polypeptide gegenüber dem Pankreas- 
trypsin eine bemerkenswerte Analogie gefunden hat (E. Waldschmidt-Leitz, 
W. Grassmann und H. Schlatteru Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter 3) weist 
innerhalb der Gesamtheit der Peptide den Dipeptiden eine Sonderstellung hinsicht- 
lich der enzymchemischen Angreifbarkeit zu, eine Sonderstellung, die übrigens auch 
in einzelnen ihrer chemischen Eigenschaften zum Ausdruck zu [19] koniineii scheint. 
Ob außerdem auch im Bereich höherer und hoher Peptide Unterschiede der enzyma- 
tischen Angreifbarkeit Vorkommen, die allein durch die Anzahl der Bausteine des 
Peptid inoleküls bedingt sind, scheint gegenwärtig noch nicht genügend geklärt. Die 
Frage, ob für den vSpezifitätsbereich der Hefepolypeptidase eine obere Grenze existiert 
und ob sie insbesondere mit dem tryptischen Enzym der Hefe identisch ist, haben 
wir einer eingehenden Prüfung Vorbehalten, über deren Ergebnis wir demnächst 
berichten werden. Es soll indessen bervorgehoben werden, daß wir im Verhältnis der 
tryptischen und der Polypeptidase Wirkung verschiedener Polypeptidasepräparate 
schon jetzt erhebliche Verschiebungen angetroffen haben, die mit der Annahme einer 

^ Diese Zs. Bd. 167, S. 202 [1927] {Abh. 125). ’ Chem. Ber. Bd. 60, S. 1906 [1927]. 

3 Chem. Ber. Bd, 6r, S. 299 [1927/28], 
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Identität der tryptischen und der polypeptidspaltenden Komponente kaum zu ver- 
einigen sind. 

Es ist der Zweck der vorliegenden Untersuchung, die Polypeptidase hinsichtlich 
ihrer Angriffsweise bei der Hydrolyse einfacher Tri- und Tetrapeptide zu kenn- 
zeichnen, und ihre Verwendbarkeit für die stufenweise Hydrolyse einfacher 
Polypeptide darzutun, eine Aufgabe, für die bisher nur wenige, in ihrer Anwend- 
barkeit beschränkte chemische * und enzymchemische ^ Methoden bekannt ge- 
worden sind. 

Die durch die dipeptidasefreie Polypeptidase eingeleitete Hydrolyse von Tri- 
peptiden kommt, wie früher für den Fall des Alanyl-glycyl-glycins und des Deucyl- 
glycyl-glycins gezeigt wurde, und wie wir unten an einem weiteren Beispiel (Glycyl- 
glycyldeucin) belegen, nach der Zerlegung in ein Mol Aminosäure und ein Mol Dipeptid 
scharf zum Stillstand, Aber es war noch die Frage zu klären, welche der beiden end- 
ständigen Aminosäuren dabei in Freiheit gesetzt wird. 

Hier begegnet unsere Untersuchung einer Fragestellung, die in einer vor nun- 
mehr 20 Jahren von K. Abderhalden [20] und Mitarbeiter^) in Angriff genommenen 
Untersuchungsreihe eingehend und sorgfältig behandelt worden ist. Abderhalden 
verfolgte die Änderungen, die das optische Drehungsvermögen im Uaufe der Hydrolyse 
aktiver Tri- und Tetrapeptide erfährt. Aus der optischen Beobachtung kann auf 
die Art der bei der Hydrolyse durchlaufenen Zwischenprodukte geschlossen werden, 
vorausgesetzt, daß die Drehwerte der in Frage kommenden Spaltstücke bekannt und 
untereinander genügend verschieden sind. Die optische Methode ist ohne Zweifel 
ein außerordentlich wichtiges und verhältnismäßig bequemes Hilfsmittel für die Auf- 
klärung des Verlaufes der fermentativen Polypeptidspaltung. Aber sie führt, wie das 
auch von B. Abderhalden^) hervorgehoben wird, nicht in allen Fällen zu eindeutigen 
Ergebnissen. 

Dies gilt besouders für den Fall, daß die als Zwischenprodukte gebildeten Dipeptide ver- 
hältnismäßig rasch weiter zerlegt werden. Wenn z. B. bei der Hydrolyse von I(-|-)-Alanyl-glycyl- 
glycin, das 31,4° nach rechts dreht, ein anfänglicher Anstieg der Drehung beobachtet wird, so 
kann dies — von einer möglichen Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration abgesehen — 
nur durch die Bildung des hoclidrehenden l(-|-)-Alanyl-glycins([Ä]i> =50°) erklärt werden. Aber 
der lungekehrte optische Effekt, rascher und kontinuierlicher Abfall der Drehung von Anfang 
an, braucht nicht unbedingt auf der Zerlegung in Glycyl-glycin und das wenig drehende 1 ( + )-Alanin 
{[a]L, = 2,7°) zu beruhen. Man würde dasselbe Verhalten beobachten, wenn 1 ( -l-)-Alanyl-glycin 
primär gebildet, aber im Vergleich zum Tripeptid rasch weitergespalten und daher niemals in 
nennenswerter Menge aiigehäuft würde. 

Vom Standpunkt der weiter entwickelten enzymatischen Methodik kann außer- 
dem heute gegenüber jenen Untersuchungen eine Reihe von Bedenken geltend ge- 
macht werden; die wichtigsten beziehen sich auf die Nichtbeachtung der Wasser- 

‘ Vgl. dazu P. Schlack und W.Kumpf, Diese Zs. Bd. 154, S. 125 [1926]; E.Abderhalden 
und W. Küpfel, Diese Zs. Bd. 170. S. 226 [1927]. 

* Vgl. E. Waldsciimidt-Eeitz und Mitarbeiter, a. a. 0 . 

‘) Diese Zs. Bd. 54, S. 363 [1907/08], Bd. 55, S. 416 [1908], Bd. 57, S. 342 [1908], Bd. 62, 
S. 145 [1909], Bd. 66, S. 277 [1910], Bd. 81, S. i [1912]. 

*) Vgl. z. B. E.Abderhalden und A. Fodor, Diese Zs. Bd. 81, S. i, und zwar S. 7 u. 12 [1912]. 
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stoffionenkonzentration, sowie auf die Verw^endung ungenügend charakterisierter und 
nur mäßig wirksamer, dabei aber teilweise an stark drehenden Verunreinigungen 
reicher [21] Enzymmaterialicn. So scheint es uns besonders nicht als genügend ge- 
sichert, daß die Hydrolyse einfacher Tripeptide durch Dann- und Pankreassaft bei 
einzelnen Peptiden mit der Abspaltung der am Carboxylende, bei anderen mit der 
Abspaltung der am Aininoende stehenden Aminosäure einsetzen soll, eine Vorstellung, 
die nur schwer mit den über die Wirkung des Darmerepsins kürzlich entwickelten 
Ansichten^ zu vereinbaren wäre. In allen Fällen läßt schließlich die optische Analyse 
die Frage offen, ob die enzymatische Hydrolyse eines Polypeptides ausschließlich 
an einer einzigen Stelle des Moleküls einsetzt, oder ob sie gleichzeitig an mehreren 
Peptidbindungen, wenn auch mit stark verschiedener Geschwindigkeit, erfolgt. Im 
Falle der Hefepeptidasen, wo die Polypeptidhydrolyse nunmehr in zwei scharf ge- 
trennte Kinzelprozesse zerlegt werden kann, hat sich diese Frage durch die präpara- 
tive Isolierung der gebildeten Zwischenprodukte mit Sicherheit lösen lassen. 

Die Isolierung der unter dem Einfluß der Polypeptidase aus Tripeptide n 
gebildeten Abbauprodukte haben wir bisher an zw^ei Beispielen, Eeucyl-glycyl-glycin 
und Glycyl-glycyl-leucin, durchgeführt. In beiden Fällen wurde die die freie Amino- 
gruppe tragende Aminosäure abgespalten. Dieser Befund, steht in Übereinstimmung 
mit den Erfahrungen, die E. Abderhalden bei der Hydrolyse zahlreicher anderer 
Tripeptide durch Hefemacerationssaft gewonnen hat; er entspricht der von dem 
einen von uns^ geäußerten Vermutung, die auf den Vergleich der Hydrolysengeschwin- 
digkeit bei ähnlich gebauten Peptiden gestützt war. In beiden Fällen konnte sowohl 
das intakte Dipeptid, als auch die abgespaltene Aminosäure in guter, zum Teil quan- 
titativer Ausbeute isoHert werden. Die zweite Peptidbindung der beiden Tripeptide 
ist auch nicht spurenweise angegriffen worden. Das ergibt sich im Falle des Teucyl- 
glycyl-glycins aus der Isolierung einer quantitativen [22] Ausbeute an Glycyl-glycin 
(als Esterchlorhydrat), im Falle des Glycyl-glycyl-leucins aus der völlig sichergestcllteii 
Abwesenheit von freiem Leucin. Der streng spezifisch verlaufenden Wirkung des 
Enzyms steht der unspezifische Verlauf der Alkalihydrolyse gegenüber. So haben 
E. Abderhalden und G. Brockmann kürzÜch bei der unvollständigen Alkah- 
hydrolyse von l-Leucyl-glycyl-d-alanin die Bildung von Leucyl-glycin, wie auch von 
Glycyl-alanin nachgewiesen. 

Es entspricht der geschilderten Angriffsweise, daß Peptid derivate mit sub- 
stituierter Aminogruppe von dem Enzym nicht angegriffen werden. Die Hefe- 
polypeptidase spaltet weder Benzoyl-diglycyl-glycin noch /?-Naplithahnsulfo-glycyl- 
tyrosin, das nach den kürzlich mitgeteilten Befunden von Waldschmidt-Leitz und 
Mitarbeitern (a. a. O.) als Substrat des Pankreastrypsins zu gelten hat. 

^ H. V. Euler und K. Josephson Diese Zs. Bd. 157, S. 122 [1926], Bd. 166, 294 [1927]. 
Bd. 162, S. 8s [1926]; Chein. Ber. Bd. 60. S. 1341 [1927]; F. WaldschmedT-LeiTz und Mitarbeiter, 
a. a. 0 .; E. WaldSChmidt-LeiTz und W. Klein, Chem. Ber. Bd. 61. im Erscheinen. 

* Diese Zs. Bd. 167, S. 202 [1927], und zwar S. 207 u. 213. 

") Diese Zs. Bd. 170, S. I47. und zwar S. 148 u. 155 [1927]* 
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Die enzymatisclie Hydrolyse der zwei geprüften Tetrapeptide, Teucyl-diglycyl- 
glycin und Triglycyl-glycin erfolgt vollkommen entsprechend, nämlich unter Abspal- 
tung der endständigen Aminosäure, Leucin bzw. Glykokoll. Die Feststellung, daß die 
Hydrolyse des Leucyl-diglycyl-glycins recht scharf nach der Auflösung einer Peptid- 
bindung zum Stillstand kommt, hatte in der vorausgehenden Mitteilung zu der An- 
nahme geführt, daß das Tetrapeptid in zwei Moleküle Dipeptid zerlegt werde; denn 
etwa gebildetes Diglycyl-glycin hätte von dem angewandten Bnzymmaterial weiter- 
gespalten werden sollen. Der mitgeteilte experimentelle Befund ist an sich zu be- 
stätigen: Die Reaktion steht in der Tat so gut wie vollständig, wenn eine Carboxyl- 
gruppe in Freiheit gesetzt ist. Aber die Deutung ist eine andere. Der beobachtete 
annähernde Reaktionsstillstand beruht nicht auf der Abwesenheit spaltbaren Sub- 
strates, sondern auf der hemmenden Wirkung des gebildeten 1 -Leucins. Die Spal- 
tung des an sich nur schwer angreifbaren Tripeptids Diglycyl-glycin wird nämlich, 
wie besondere Versuche ergeben haben, von Leucin in der in Frage kommenden Kon- 
zentration so stark gehemmt, daß sie [23] innerhalb der damals eingehaltenen Ver- 
suchszeit nicht mehr sicher zur Beobachtung kommen konnte. Dieser Befund ergänzt 
die Erfahrungen von H. H. WEBER und H. GeseniusS die kürzlich über eine fast 
vollkommene Hemmung der enzymatischen Eiweißhydrolyse durch verhältnismäßig 
hochmolekulare Spaltprodukte berichteten, um ein Beispiel aus dem Gebiet ein- 
facher, niedermolekularer Substanzen. Man wird bei der Beurteilung der beim 
fraktionierten enzymatischen Eiweißabbau gefundenen enzymatischen Einzel- 
leistungen sorgfältig zu prüfen haben, wie weit die beobachteten Reaktionsstill- 
stände durch die hemmende Wirkung von Abbauprodukten vorgetäuscht sein 
können. 

Es ist bemerkenswert, daß die Hydrolyse des Leucyl-glyc3d-glycins und des 
Leucyl-diglycyl-glycins in scharfem Gegensatz zu derjenigen des Diglycyl-glycins 
durch Leucin in gleicher Konzentration nicht oder nur sehr wenig beeinflußt wird. 
Wenn, wie wir annehmen, die hemmende Wirkung des Leucins auf Affinität zum 
freien Enzym im Sinne von L. Michaeeis^ und R. Kuhn^ beruht, so ist unsere Beobach- 
tung, die noch durch systematische Affinitätsmessungen an einer größeren Anzahl 
von Aminosäuren und Peptiden zu erweitern sein wird, dahin zu verstehen, daß die 
Affinität des Enzians zum Diglycyl-glycin weit geringer ist, als diejenige zu den ge- 
prüften leucinhaltigen Peptiden. Wir halten es für wahrscheinlich, daß geringe Enzym- 
affinität als eine allgemeine Eigenschaft der ausschließlich aus Glycinresten aufge- 
bauten Peptide gelten kann, während die Zerfallsgeschwindigkeit ihrer Enzym-Substrat- 
komplexe durchaus nicht gering zu sein braucht. Diese Annahme scheint den Befund 
von E. Abderhalden und Mitarbeitern h wonach die ausschließlich glycinhaltigen 

^ Biochem. Zs. Bd. 187, S. 410 [1927]. 

* Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 [1913], Bd. 60, S. 62, 79 [1914]. 

3 Diese Zs, Bd. 125, S. 1 [1922/23], a, a. O. 

4 Diese Zs. Bd, 170, S. 134, S. 146, S. 226 [1927]. 
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Peptide von Alkali besonders leicht hydrolysiert werden, zwanglos zu vereinigen mit 
den Befunden der Hnzymchemie, aus denen eine besonders schwere, enzymatische 
Angreifbarkeit dieser Peptide hervorgeht. 

[24] Experimenteller Teil. 

I. Das Enzymmaterial. 

Ein einfaches Verfahren zur Gewinnung dipeptidasefreier Präparate der Hefe- 
polypeptidase, das die Anwendung von Adsorptionsmethoden entbehrlich macht, 
gründen wir auf die Beobachtung, daß das polypeptidspaltende Enzym iin Gegensatz 
zur Dipeptidase durch ziemlich hohe Beständigkeit gegenüber Ammoniak ausge- 
zeichnet ist (vgl. dazu 6. Abhandlung dieser Reihe, S. 270' 8. Abhandlung, S. 201). 
Schon die vorübergehende Einstellung ganz schwach alkalischer Reaktion bei der 
Durchführung der Neutralautolyse genügt, um die Ausbeute an dipeptidspaltenclem 
Enzym empfindlich herabzusetzen. Vollkommen dipeptidasefreie Rösungen des tryp- 
tischen und des poy peptidspaltenden Enzyms werden erhalten, wenn man die Autolyse 
in Gegenwart von Chloroform von Anfang an bei deutlich alkalischer Reaktion vor 
sich gehen läßt (vgl. dazu 6. Mitteilung dieser Reihe, S. 273.) Die Tiy^psinausbeutcn 
finden wir dabei kaum geringer als bei dem früher beschriebenen Verfahren der raschen 
fraktionierten Autolyse in Gegenwart von Essigester (R. WillstÄtter und W. Grass- 
MANN^; vgl ‘dazu auch W. Grassmann- und W. Haag">). Aber das Enzym ist in den 
erhaltenen EÖsungen von erheblich größeren Mengen von Beimischungen begleitet. 
Dieser Nachteil läßt sich indessen mit Hilfe eines einfachen Verfahrens der Reinigung 
durch enzymatischen Abbau der Begleitstoffc überwinden, das an früher mitgeteiltc 
Versuche (vgl 6. Abhandlung dieser Reihe, und zwar S. 277) zur Reinigung des Ilefe- 
trypsins anknüpft und einer kürzlich von R. Wielstatter und E. Bamann^ aus- 
gearbeiteten, leistungsfähigen Reinigungsmethode für Magenlipase nahesteht. Aus 
den bei neutraler und bei alkalischer Reaktion ohne Fraktionierung gewonnenen Hefe- 
autolysaten kann nämlich das tryptische und das polypeptidspaltciide Enzym durch An- 
säuern, zusammen mit [25] einer großen Menge von Proteinsubstanzen, niedergeschlagen 
werden. Einen raschen und ziemlich weitgehenden Abbau der beigemengten Eiweiß- 
stoffe und die gleichzeitige Entfernung der Abbauprodukte erzielt man am einfachsten 
bei kurzer (z. B. 24sttindiger) Dialyse der in wenig Ammoniak gelösten Fällung gegen 
rasch fließendes Wasser. Die enzymatische Konzentration steigt dabei auf das 10- 
bis 20 fache von derjenigen der Ausgangslösungeii. 

Beispiel: i kg frische Bierhefe der Eöwenbrauerei in München wurde mit 
roo ccm Chloroform verflüssigt, mit i 1 Wasser und mit etwas Toluol versetzt, 
durch Zugabe von loproz. Ammoniak auf deutlich alkalische Reaktion gebracht und 
durch fortlaufenden Zusatz alkalisch erhalten. Die benötigte Ammoniakmenge ist 

^ Diese Zs. Bd. 153. S. 250. und zwar S. 278 [1926] {Abh, 122) 

* Diese Zs. Bd. 167, S. 788. und zwar S. 191 [1927] {Abh. 124). 

3 Diese Zs. Bd. 173. 8. 17 [1927/28] (Abh. X04). 
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nur zu Beginn beträchtlich, später läßt die SäurebÜdung rasch nach und insgesamt 
ist eher weniger Ammoniak erforderlich, als bei neutraler Autolyse (z. B. auf i kg 
abgepreßte Hefe 30 ccm lOproz. Ammoniak, wovon der größte Teil zu Beginn des 
Versuches zugesetzt wird). Nach 48 Stunden wurde die BnzymlÖsung von den Hefc- 
rückständen abgetrennt (Volumen 890 ccm). Sie war frei von Bipeptidase und ent- 
hielt im ganzen 200 Tr^^psineinhciten. 

1,2 ccm ergaben unter den Bedingungen der Dipeptidasebestimmung in einer Stunde keine 
meßbare Spaltung. — Unter den Bedingungen der Trypsinbestimmung bewirkten 1,2 ccm eine 
Gelatinespaltung von 0,75 ccm was 0,27 T.-E. in der Bestimmungsprobe. 300 T.E. 

im ganzen anzeigt. — 0,2 ccm spalten unter den unten bezeidineten Bedingui^en 49 mg d.l-Eeucyl- 
glycyl-glycin in einer Stunde zu 40% der I-Form (Aciditätszuwaclis 0,80 cm "/jo-KOH). 

880 ccm der Lösung wurden mit der zur vollständigen Fällung ausreichenden 
Menge von 2,5n-Bssigsäure, nämlich mit 146 ccm, versetzt. Den entstandenen Nieder- 
schlag trennte man in der Zentrifuge ab, suspendierte ihn in wenig Wasser und fügte 
verdünntes Ammoniak bis zur deutlich alkalischen Reaktion hinzu, wobei das tryp- 
tische und das polypeptidspaltende Bnzym, zusammen mit dem größten Teil des 
Proteiuniederschlages, in Lösung geht. Die vom Ungelösten abzentrifugierte Flüssig- 
keit, deren Volumen nach der Neutralisation 68 ccm betrug, enthielt über 80 % des 
Trypsins. 

[26} 0,4 ccm bewirkten Gdatinespaltung entsprechend 2,30 (Wiederholung 2,35) ccm ^/5-KOH, 
was mindestens 1,0 Trypsineinheiten in der Bestimmungsprobe, 170 Einheiten ini ganzen anzeigt. 
— 0,08 ccm spalten unter den üblichen Bedingungen d,I-Eeucy]-glycyl-glycin in i Stunde zu 
68% der 1 -Forin (Aciditätszuwachs: 1,36 ccm ^/jo-ROH). 

Die Lösung wurde nun in einer Fischblase zunächst 68 Stunden gegen Leitungs- 
wasser, dann weitere 40 Stunden gegen fließendes dcvstilliertes Wasser dialysiert. Das 
Volumen der Losung stieg dabei auf 108 ccm an, die Wirksamkeit gegenüber Leucyl- 
glycyl-glycin verminderte sich um etwa 40%, während die tryptische Aktivität 
annähernd erhalten blieb. 

0.4 ccm bewirkten eine Gelatinchydrolyse entsprechend 1,50 ccm (Wiederholung 1,50 caii) 
»/5-KOH. Die Bcstimnmngsprobe enthielt demnach 0,63 T.E. , die Gesamtmenge (108 ccm) 
170T.-E. — 0,13 ccm spalteten Leucyl-glycyl-glycin in i Stunde zu 41% {Aciditätszuwachs: 
0,82 ccm ^/jo-ROH). ■ — 0,64 ccm bewirkten unter den Bedingungen der Dipeptidasebestinunung 
in I Stunde keine meßbare Hydrolyse von Leucyl-glycin. 

Das Trockengewicht von i ccm betrug 8,3 mg. Der Trypsinwert (Einheiten/mg) demnach 
0,19. Das tr3rptische Enzym ist also in der Lösung fast 2omal reiner enthalten als in dem früher 
(6. Abhandlung. S. 274) beschriebenen, durch Acetonfällung aus wenig gealterten Autolysaten 
gewonnenen Trockenpräparaten (Trypsinwert z. B. 0,01). 70- bis 80 mal reiner als in der ver- 
wendeten Hefe, die gemäß den Ausbeuten bei der Autolyse im Mittel 0,25 T.E. in 100 mg Trocken- 
gewicht enthalten (vgl. 8. Abhandlung, S. 19 1). 

In den durch Dialyse gereinigten Enzjnnlösungen ist die Haltbarkeit des tryptischen und 
pol3rpeptidspaltendeii Enzyms geringer als in den nach der Adsorptionsmethode gewonnenen. 
2V2 Wochen nach der Darstellung war die Wirksamkeit der bei Zimmertemperatur aufhewahrten 
Lösung gegenüber beiden Substraten auf etwa ein Fünftel des ursprünglichen Wertes zurück- 
gegangen. 

Das Brgebnis des beschriebenen Versuches kann bei vorsichtiger Bemessung des 
zur AutoB’^se zugesetzten Ammoniaks und bei Binhaltung einer kürzeren "Dialysen- 
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dauer sowohl bezüglich der Ausbeuten wie hinsichtlich der erreichten enzymatischen 
Konzentration leicht tibertroffen werden. So haben wir in einem anderen Versuche, 
bei dem allerdings schon das Ausgangsmaterial durch ungewöhnlich hohe proteoly- 
tische Wirksamkeit ausgezeichnet war, aus t, 5 kg frischer Hefe in analoger Weise 
400 ccm einer durch Säurefällung und nur [27] 20stündige Dialyse gereinigten Enzym- 
lösung erhalten, von der 0,04 ccm (mit einem Trockengewicht von 0,36 mg) 49 mg 
I/OUcyl-glycyl-glycin in i Stunde unter den üblichen Bedingungen zu 75 % spalteten. 

Die Darstellung von Trockenpräparaten durch Acetonfällung ist sowohl bei 
diesen Lösungen, wie bei den nach der Adsorptionsmethode gewonnenen im allge- 
meinen mit großen Aktivitätsverlustcn verbunden. Wir sind dabei wiederholt dem 
Fall begegnet, daß die Pol>4)eptidasewiTkung im Trockenpräparat auf einen Bruch- 
teil vermindert war, während die tryptische Wirksamkeit zum größten Teil erhalten 
bheb. Gut wirksame Polypeptidasctrockenpräparate können dagegen gewonnen wer- 
den, wenn man die stark eingeengten Lösungen in einen großen tlberschuß von Aceton, 
das auf — 15 bis — 20® vorgekühlt ist, eingießt, und den sofort abzentrifugierten 
Niederschlag mit Aceton und Äther trocknet. 

0. 80. mg eines so gewontieiicu Präparates spalteten unter den üblichen Bedingungen 49 mg 
d,l-Ueucyl-glycyl-glycin in i Stunde zu 60% (Aciditätszuwachs 1,20 ccni n/jo-KOH), während 
0,05 ccm (entsprechend 0,62 mg Trockensubstanz) der angewandten dialysierten Pnzyiiildsung 
unter den gleichen Bedingungen einen Aciditätszuwachs von 1,13 can ^Vjo-KOH l^ewirkt hatten. 
Die Aktivität des Präparates, das für die Melrrzahl der unten beschriebenen Versuche gedient 
hat, war nach \'(^ Monate langem Aufbewahren unverändert. 

Auf die Anwesenheit von dipeptidspaltendem Enzym haben wir nochmals, em])find‘ 
lieber als in den früher beschriebenen Versuchen, geprüft: 

1. IO mg Trockenpräparat bewirkten bei der Einwirkung auf 225 mg dl-Lcucyl-glyciii (bei 
= y,8; Bedingungen der Bestimmungsmethoile) nach a) i Stunde, b) 18 Stunden, c) 48 Stun- 
den einen Aciditätszuwachs von a) 0,02, b) 0,00, c) 0,04 ccm 'i/5-KÜH, 

2. Die Einwirkung auf Glycyl-dl-leucin prüfte man außerdem unter den Bedingungen der 
unten beschriebenen präparativen Versuche, nämhch bei p\\ = 7,0 und in Abwesenheit von 
Phosphatpuffer: 10 mg Trockenpräparat wirkten auf 188 mg Peptid bei 40° a) 3 Stunden, 
b) 48 Stunden, c) 96 Stunden; Aciditätszuwachs bei a) o.oi, b) —0,02. c) 0,00 ccm Vs’KOH. 

2 , Abhängigkeit von der Wasserstoffzahl. 

In den Versuchen dieser Arbeit erfolgte die quantitative Bestimmung des Tryp- 
sins und der Dipeptidase unter den [28] früher mitgeteilten Bedingungen mit Gelatine 
und d,l-Leucyl-glycin als Substrat (vgl. 6. Abhandlung dieser Reihe, S. 257 und 264). 
Von der Polypeptidase wird zwar unter den bisher geprüften Peptiden Alanyl-glycyl- 
glycin am raschesten angegriffen. Da aber der Krystallwassergehalt dieses Pephds 
stört, haben wir es vorgezogen, die Hydrolyse von d.l-Leucyl-glycyl-glycin, das nicht 
erheblich langsamer gespalten wird, der vorläufigen Bestimmung des Enzyms zugrunde 
zu legen. Die Abhängigkeit der Wirkung von der Wasserstoffzahl finden wir dabei 
mit der früher bei Alanyl-glycyl-glycin ermittelten (9. Abhandlung, S. 216) uherem- 
stimmend. 
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0,122 g d,l-Iveucyl-glycyl'glycin {= 0,25 Millimol 1 ( -f )-Peptid ), 0,5 ccm m/3-Pliospliatpuffer, 
0,85 ccm Enzym lösung im Gesamtvolumen von 5 ccm ; eingestellt durch Zusatz von Ammoniak. 

I Stunde bei 40®: 


pg der Versuchsmischung | 

Spaltung (ccm n/20-KOH) 

Beginn 

Ende 

6,8 

6,8 

1,88; 1,88 

7.0 

7.0 

2,25 ; 2,20 

7.2 

7.2 

1,61 

7.9 

7.9 

0,62; 0,60 


Zur vorläufigen Kennzeichnung der Polypeptidasewirkung unserer Bnzympräpa- 
rate bestimmen wir daher die Hydrolyse von 49,0 mg d,l“I/eucyl-glycyl-glycin 
(== 7 *oooo'Mol bPeptid) in einem Volumen von 2,0 ccm bei 40® und bei = 7,0, 
und zwar in Gegenwart von ""Vs^'^^^sphatpuffer und “/25- Ammonchlorid. Die 
Titration erfolgte mit “/^o-KOH in alkoholischer Lösung mit einer Genauigkeit von 
io, 03 ccm. Unter den gewählten Bedingungen entspricht der Aufspaltung des an- 
wesenden 1 -Peptids in i Mol. Aminosäure und i Mol. Dipeptid ein Aciditätszuwachs 
von 2,00 ccm ^/20-Lauge, 

3. Spaltungsversuche mit Tripeptiden. 
a) Hydrolyse von d,l-Leucyl-glycyl-glycin, 

245 g d,l-Leucyl“glycyl-glycin (^^/looMol d,l-Peptid) wurden mit 46 ccm 
"/25-NaOH und mit 15 ccm der oben [29] beschriebenen dialysierten Knzymlüsung 
zu einem Volumen von 100 ccm auf gefüllt. Das p^ der Mischung lag während des 
ganzen Versuches gemäß den ausgeführten colorimetrischen Kontrollen zwischen 6,9 
und 7,0. Die Hydrolyse verfolgte man durch Kntnahme von 2 ccm-Proben und Titra- 
tion mit "/20-KOH. Übereinstimmend mit dem früher mitgeteilten Versuche steht 
die Reaktion nach der Auflösung einer Peptidbindung im 1 -Peptid (Aciditätszuwachs 
2,00 ccm ”/20'KOH) : 

Anfangsacidität: 3,90 (3,92) ccm: 

Zuwachs nach r 6,5 19 Stunden 

1,10 1,82 1,92 ccm «/zo-KOH. 

Nach ig Stunden wurde die Mischung mit Salzsäure auf p^ = 5,0 gebracht, mit 
Tierkohle aufgekocht, filtriert und im Vakuum zu einem Volumen von etwa 50 ccm 
eingeengt. Von den Spaltstücken gibt nur das Leucin ein schwerlösliches Kupfersalz. 
Zu seiner Isolierung verfuhren wir, etwas abweichend von dem üblichen Verfahren so, 
daß wir die Lösung mit i6 ccm doppelt molarer Lösung von Kupferchlorid versetzten 
und ”/i-NaOH bis zur eben deutlichen alkalischen Reaktion (Curcuma) zufügten. 

Der aus einer Mischung von Kupferhydroxyd und 1 -Leucinkupfer bestehende 
Niederschlag wurde in der Zentrifuge abgetrennt und zweimal mit Wasser gewasehen, 
dann in möglichst wenig 5n-HCl gelöst und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Die 
von Schwefelwasserstoff befreite Lösung enthielt, wie die Titration einer Probe ergab, 
das gesamte LLencin des angewandten Peptids. Zur Identifizierung, wurde es in 
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üblicher Weise in die Benzolsulfoverbindung übergefülirt. Man erhielt 0,94 g, 

77 % der Theorie an fast reinem Benzolsulfo-l-leuciii, das nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren, wobei die Ausbeute auf 0,79 g zurückging, den richtigen Schnielzp, (110° iin- 
korr.) und die richtige Drehung zeigte. 

Eine Lösung von 0,500 g der Substanz und 2 ccm »/i-Xatroiüaugc ini Volumen von 5 ccm 
drehte ira 2 dm-Rohr 7,82 “ nach links. Daraus berechnet sich [c^^Jd zu — 39, i während E. Fischer 
für reines, Benzolsulfod-leucin unter denselben Bedingungen den Wert —39,0° findet \ 

[30] Ein Benzolsulfoleucin vom Schrnelzp. 86° hat S. G. Hedin*’) sclion vor E. Fischer bcschrie* 
ben. E. FiSCiiER (a. a. O.) vermutet, daß der abweichende Befund von Hedin auf Beimengung 
von Racem Verbindung zuriickzuführeii sei. Das ist nicht der Fall. Alle aus Wa.sser krystallisierteii 
Präparate der Verbindung zeigen nach unserer Erfahrung den vSclmielzp. 86 bis 8; ° und erst nach 
scharfem Trocknen (z. B. nach Sstündigem Verweilen in gutem Vakuum über frischem Ätzkali) 
findet man den von E. FiSCilER angegebenen Wert. Nach einigem Liegen an der Luft schmilzt 
die Substanz wieder bei 86°. Dieser Schmelzpunkt dürfte demnach einem Hydrat des Benzotsiilfo- 
1-leucins zugehÖrcn. 

Das Filtrat von der Kupferfällung wurde mit Salzsäure angesäuert, mit Sclwefeh 
Wasserstoff zerlegt, im Vakuum zur Trockne verdampft, in Alkohol suspendiert und 
in üblicher Weise vercstert. Von dem ungelösten Kochsalz wurde in der Hitze ab- 
filtriert. Nach dem Abkühlen schied die Eösiing 0,73 g Glycyhglycin-esterchlorhydrat 
ab, die sofort rein waren (Schmelzpunkt iSz'"). Aus der Mutterlauge wurden weitere 
0,14 g vom gleichen Schmelzpunkt erhalten. Die Gesamtausbeute beträgt demnach 
über 98% der Theorie. 

Die Mutterlauge enthält nun noch das unzersetzte d-Eeucyl-glycyl-glycin als 
Esterchlorhydrat. Da es schwer zur Krystallisation zu bringen ist. haben wir uns 
darauf beschränkt, die Verbindung mit konzentrierter Salzsäure zu hydrolysieren 
und die Bausteine d-Leucin und Glykokoll als Benzolsulfoverbindung bzw. als Ester- 
chlorhydrat zu isolieren. 

Dagegen i.st das Estcrchlorhydrat des raceniischeii Leucyl-glycyl-glydiis aus Alkohol, worin 
es ziemlich leicht löslich ist, ohne Schwierigkeit in krystallisierter Form zu erhalten. Es schmilzt 
bei 222° (korr. ). 

60 mg verbrauchten bei der Titration in alkoholischer Losung 3,90 ccm ‘V^o-KOH, statt 
berechnet 3,87 ccm. 

b) Hydrolyse von Glycyl-glycyl-l-leucin, 

0,8133 g des Peptids wurden in 25 ccm "/„-NaOII gelöst, mit einer Lösung von 
70 mg des oben beschriebenen Trockenpräparates versetzt und das Volumen der 
Mischung zu 100 ccm ergänzt. Die Reaktion des Versuchsansatzes entsprach = 7,0 
zu Beginn und /)„ = 7,4 zu Ende der Hydrolyse, die man [31] durch Entnahme von 
I ccm-Proben und Titration mit "/.o-KOH verfolgte. Auch hier steht die Reaktion 
nach der Auflösung einer Peptidbindung still. Der Aciditätszuwachs entsprach näm- 
lich nach 4 Stunden 1,08 ccm “/20-KOH, nach 16,5 Stunden 1,26 ccm ^/.o-KOH, 
während theoretisch 1,30 ccm zu erwarten wären. Dieser Wert ist auch m einer Probe 
der Versuchsmischung, in der die Hydrolyse noch weitere 4 Tage fortgesetzt wurde, 
nicht überschritten worden. 


Chem. Ber. Bd. 34, S. 433 [190G- 


9 .Chem. Ber. Bd. 23, S. 3197 [1890]- 
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In einem Vorver suche, der hinsichtlich der Konzentrations Verhältnisse und hin- 
sichtlich des Hydrolysenverlaufes mit dem beschriebenen tibereinstimmte, prüften 
wir auf die Anwesenheit von freiem I^eucin, indem wir wie oben in die Kupfersalze 
verwandelten, die Kupferfällung mit Schwefelwasserstoff zerlegten und mit Benzol- 
sulfochlorid umsetzten. Wir erhielten nur eine verschwindende Menge eines Öles, 
das nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. (Auch Benzolsulfo-glycyl- 
1 -leucin, das wir zum Vergleich darstellten, ist nur als Öl erhalten worden.) Aus einem 
anderen Teile der Kupferfällung konnten wir Glycyl-l-leucin in mäßiger Ausbeute 
isolieren und durch Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und Titration identifizieren. 
Das Peptid ist also offenbar in Glykokoll und Glycyl-leucin gespalten worden. 

Zur glatten Trennung von Glykokoll und Glycyl-leucin sind indessen die Kupfer- 
salze nicht geeignet. Auch die von E. Tischern beschriebene außerordentlich schwer 
lösliche Kupfer SU Ifat Verbindung des Glycyl-leucinsC8Hi603Na-CuS04 war für unsere 
Zwecke nicht geeignet. Eine schwer lösliche Kupferverbindung entsteht nämlich, wie 
man sich durch einen eindrucksvollen Reagenzglasversuch überzeugen kann, unter 
den von E. Fischer angegebenen Bedingungen nur mit dem Racemat, keineswegs 
mit der l-Form. 

Die Versuchsmischung wurde daher, nachdem sie mit Tierkohlc behandelt worden 
war, zur Trockne gebracht und in [32] üblicher Weise verestert. Nachdem vom unge- 
lösten Kochsalz abfiltriert worden war, wurde die alkoholische Eösung eingedampft, 
wobei praktisch die gesamte Menge in Form krystallisierter Esterchlorliydrate ge- 
wonnen wurde. Einen Teil des Produktes verwandten wir zu dem Versuch, die beiden 
Esterchlorhydrate durch Fraktionierung aus Alkohol bzw. Alkohol-Äther zu trennen. 
Das gelingt nicht, obwohl das Glycyl-l-leucin-esterchlorhydrat (Schmelzp. 161°), das 
wir zum Vergleich herstellten, für sich allein in Alkohol erheblich leichter löslich ist 
als das Glykokoll-esterchlorhydrat. Wir haben daher, trotz der geringen Substanz- 
mengen, die zur Verfügung standen, die Trennung durch Destillation des freien Esters 
in Angriff genommen. 

Zu diesem Zwecke wurden aus dem Rest des Esterchlorhydratgemisches, 0,60 g, 
in üblicher Weise die Ester in Freiheit gesetzt und durch 4 maliges Ausziehen mit 
Chloroform isohert. Der Chloroformauszug wurde mit Natriumsulfat kurz getrocknet, 
und das Lösungsmittel zusammen mit einem Teil des GlykokoUesters bei vermindertem 
Druck abdestilliert. Schließlich wurde die Hauptmenge des Glycinesters bei gutem 
Vakuum und bei einer Badtemperatur von 60 ® überdestilliert. Aus der übergegangenen 
Chloroform-Glycinestermischung erhielten wir durch Einleiten von Salzsäure und 
Ätherzusatz 163 mg Glykokollesterchlorhydrat, d. i. 76% der Theorie, die sofort rein 
waren (Schmelzp. und Mischschmelzp, 144®), aus dem in Chloroform gelösten Destü- 
lationsrückstand in analoger Weise 273 mg (71 % der Theorie, bezogen auf das ange- 
wandte Gemisch der Esterchlorhydrate) nahezu reines Glycyl-l-leucin-esterchlorhydrat, 

* E. Fischer und 0 . Warburg, Liebigs Arm. der Chem. Bd. 340, S, 158 [1905]; E. Fischer 
und W. Schrauth, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 354, S. 24 [1907]. 
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das nach einmaligem Umkrystallisieren den verlangten Schnielzp. (161 bis 162 und 
das richtige Äquivalentgewicht zeigte. 

44,2 uig Substanz verbrauchten in alkoholischer T/>suug 3,50 (her. 3,50} ccm “/.o-KOH. 


4. Spaltungsversuche mit Tetrapeptiden, 
a) Hydrolyse von hcucyl-diglycyl-glycin. 

Eine Lösung von 1,510 g d,l-Leucyl-diglycyhglycin ^/^oo-Mol d,hPeptid) 
wurde durch Zugabe von 2,00 ccm [33] o,25n-NaOH auf - 7.0 gebracht und nach 
Zusatz von 0,18 g eines Polypeptidase-Trockenpräparates zu 50 ccin aufgefüllt. Die 
Spaltung verfolgte mau durch Titration von je i ccm mit '720-KOH. 

Anfangsacidität 2,10 ccin (wiederholt 2,10): 

Zuwachs nach 2,4 23 Stunden 

0,70 1,03 1,18 ccm “Ao-KOH. 


Nach 23 Stunden wurde die Hydrolyse. durch Kochen bei schwach saurer Reak- 
tion (^H = 5) abgebrochen und ein Teil der aus dem Enzympräparate stammenden 
Proteinsubstanzen durch Kochen mit Tierkohle entfernt. Da nach den früheren 
Erfahrungen mit der Möglichkeit einer Spaltung in 2 Moleküle Dipeptid zu rechnen 
war, haben wir die Reaktionsprodukte zunächst verestert. Die alkoholische Lösung 
der Esterchlorhydrate wurde im Vakuum zur Trockne verdampft und das Abdampfen 
mit Alkohol 4ioch mehrmals wiederholt. Als man den hinterbleibenden Sirup^ schließ- 
lich in wenig heißem Alkohol aufnahm, erfolgte beim Abkühlen reichliche Krystalli- 
sation. Gewonnen wurden 046 g rohes Ksterchlorhydrat vom Schmelzpunkt 206°, 
der nach einmaligem Umkrystallisieren auf 214° (korr.) anstieg. 

4,802 mg Substanz ergaben 6,640 mg COz, 2,75 mg H: 0 . 

4,128 mg M II 0 ( 5/0 ^1- 

C«Hi604NäCl Bcr. C 37,86% H 6,36% CI 13,98% 

Gef. C 37.56 H 6,32 CI 13,95. 


Es liegt demnach Diglycyl-glycin-csterchlorhydrat (Schmelzp. 214'.) vor, das 
in einer Ausbeute .von 90% der Theorie - im Rohprodukt vielleicht verunreinigt 
durch kleine Mengen von Glykokollesterehlorhydiat - erhalten wurde, ^ 

Um aus der Mutterlauge, welche die leicht löslichen und schwer krystalhsierenden 
Esterchlorhydrate von 1 -Ueudn und von d-Ueucyl-diglycyl-glyem enthielt, das 1 -Eeucm 
zu gewinnen, haben wir die Lösung zur Trockne verdampft und zur Verseifung er 
Ester mit 10 ccm n-Natronlauge etwa r Stunde bei Zimmertemperatur geschüttelt. 
Zur alkalischen Lösung fügte man 15 ccm doppelt-molarer Kupferchlondlosung 
und [34] dann nochmals weitere “/i-NaOH bis zur eben deutlich alkalischen Reaktion. 
Das als Kupfersalz abgeschiedene l-Leucin identifizierten wir wieder als Benzols^fo- 
verbindung Die Ausbeute daran waro,52 g, d.i. 80% derTheone vom Schmelzp. 119 
(unkorr.) . 


< E. Fischer, Cheni. Ber. Bd. 36. S. 2982. mid zwar S. 2984 [1903]. 
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b) Hydrolyse von Triglycyl-glycin. 

Das Tetrapeptid ist, wie alle ausschließlich aus Glycinresten aufgebauten Pep- 
tide, enzymatisch recht schwer spaltbar. Bs sind daher große Bnzymmengen und 
verhältnismäßig lange Spaltungszeiten nötig, um die Hydrolyse bis zur Auflösung 
einer Peptidbindung zu führen; darüber hinaus erfolgt die Spaltung noch erheblich 
langsamer. 

Falls eine Zerlegung in 2 Moleküle Dipeptid stattgefunden hätte, wäre das ge- 
bildete Glycyl-glycin als Esterchlorhydrat leicht zu isolieren und zu identifizieren 
gewesen. Die Aufarbeitung der Esterchlorhydrate, die übrigens durch die verhältnis- 
mäßig große Menge von Protein Substanzen aus dem Enzymmaterial erschwert worden 
sein dürfte, führte indessen niemals zu einheitlichen Produkten. Die Schmelzpunkte 
der erhaltenen Kiy^stallisationen lagen zwar zum Teil nicht weit von demjenigen des 
Glycyl-glycin-esterchlorhydrats (182°), aber in allen Fällen ergab der Mischschmelz- 
punkt mit dem salzsauren Dipeptidester sehr erhebliche Depressionen. Es dürften 
also Gemische aus Glykokoll-esterchlorhydrat (Schmelzp. 144°) und dem Tripeptid- 
esterchlorhydrat (vSchmelzp. 214°) Vorgelegen haben. Da eine Zerlegung dieses Ge- 
misches bei den geringen Peptidmengen, die uns zur Verfügung standen, nicht leicht 
erreichbar schien, haben wir uns darauf beschränkt, durch Titration in 50- und Qoproz, 
Alkohol zu entscheiden, ob der bei der Spaltung beobachtete Aciditätszuwachs auf 
Peptid oder Aminosäure entfällt. 

Wie aus den Belegen der Tab. i hervorgeht, sind bei der Reaktion überwiegend 
Carboxyle von Aminosäuren in Freiheit gesetzt worden. Die in Alkohol 

ermittelten Ti trations werte liegen aber etwas höher, als sie gemäß den Befunden 
von R. WiLLSTÄTTER und E. Waedschmidt-LEitz [35] sein sollten, wenn die Hydro- 
lyse ausschließlich unter Abspaltung von freiem Glykokoll verläuft. Da die von 
uns angewandte Peptidkonzentration erheblich geringer ist als in den Versuchen von 
WiLLSTÄTTER Und Waedschmidt, uud da außerdem bei der Titration in 5oproz. 
Alkohol die Beurteilung des naturgemäß unscharfen Farbumschlages schwierig ist, 
haben wir zum Vergleich die in Frage kommenden Peptide und Aminosäuren erneut 

Tabelle i. 

Hydrolyse von Triglycyl-glycinj Titration in 90- und 5oproz. Alkohol. 

24,6 mg Peptid (= 1/ 10000 Mol), 5,5 mg Polypeptidase-Trockenpräparat aus Abschnitt 1; 0,11 ccm 
ü,25n,-NH3 in 2 ccm; 40°. Titration mit n/20-KOH. 


Zeit 

(Stdn.) 

I. gopToz. Alkohol 
(InclicatoT PhenolphUwleiti) 

TT. 5 oproz. Alkohol 
(IncUcator Thymolphthalem) 


•Acidität 

(ccm) 

Zuwachs 

(ccm) 

AcirliLät 

(ccm) 

Zuwachs 

1 (ccni) 

Zuwachs 
% von 1. 

0 

2.35. 2,37 

0,00 

2.13. 2.15 

0,00 

1 

6,5 

4 

2,87 

0,51 

2,34 

0,20 

40 


1 

23 

4,25 

1-89 

3,00 1 

0,86 

45 



28 

4,30 

; 1,94 

3,02 

0,88 

45 


i 

45 

470 

i 2,35 

— 

— 

— 


i 

93 

570 

2,74 

‘ — 

— 

— 

1 7,0 
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titriert, und zwar unter Bedingungen, die hinsichtlich der Konzentration und hin- 
sichtlich der Beurteilung des Titrationsendpunktes den Verhältnissen unseres Haupt- 
versuches möglichst genau nachgebildet waren. Triglycyl-glycin und Diglycyl-glycin, 
deren Verhalten bei der Titration in 50proz. Alkohol noch nicht untersucht worden 
ist, zeigten das normale Verhalten der Peptide: Der gefundene Alkaliverbrauch ent- 
spricht 98 bzw. 97 % des theoretisch zu erwartenden. Dagegen wurden bei der Titra- 
tion von Glykokoll wie auch von Leucin durchwegs etwas höhere Werte als in den 
Versuchen von Wmr^sTÄTTER und Waedsciimidt-LEitz erhalten, nämlich 46 bzw. 
41 % des theoretischen Alkaliverbrauches, was mit den Ergebnissen unseres Haupt- 
versuches befriedigend tibereinstimmt. Es ist demnach zu folgern, daß [36] auch dieses 
Tetrapeptid ausschließlich unter Abspaltung der endstätidigen Aminosäure zerlegt 
worden ist. 

0,0338 g Olykokoll verbrauchten 4,18 ccni "Ao-KOH, d. i. 46% d. Th. 

0,0318 g Leucin ,, 2,0 r ccm ,, d. i. 41 % d. Th. 

(Gesamtvolumen beim Titrationsendpunkt 20 bis 25 ccm.) 

4 . Hemmung durch Spaltprodukte. 

Die Spaltung des Tetrapeptids Leucyl-diglycyl-glycin kommt, wie in den voraus- 
gehenden Versuchen gezeigt wurde, nach der Zerlegung in Leucin und Diglycyl-glycin 
nahezu vollständig zum Stillstand, obwohl das gebildete Tripeptid durch das ange- 
wandte Enzym weiter zerlegt w^erden sollte, w^enn auch erheblich langsamer als das 
Tetrapeptid selbst. Die Versuche der Tab. 2 sind zur Prüfung der Frage unternommen 
worden, ob die hemmende Wirkung des gebildeten 1 -Leucins für den vorzeitigen 
Reaktionsstillstand verantwortlich gemacht werden kann. Die Hydrolyse des an 
sich schwer spaltbaren Diglycyl-glycins wird in der Tat durch die Anwesenheit einer 
äquimolekularen Menge der Aminosäure so stark verlangsamt, daß erst innerhalb 

Tabelle 2. 

Hemmung der Polypeptidhydrolysc durch l-Leiicin. 

(Vioooo Mol optisch einheitliches bzw. Vioooo Mol racemisches Peptid, o,S mg Trockeiipräparat aus 
Abschnitt I, m/30-Phosphat vom = 7.0; Vol. = 2 ccm; 40". Peptide und Zusätze wurden 
vorher mit NaOH auf pK = 7-0 gebracht). 



Spaltun 

g nach Stunden (ccm 11/2 

o-KOH) 

Pm 



Vä 

I 

i ^ 

«9 

1 

i 44 

Beginn ' 

Ende 

Diglycyl-glycin 

0,09 

[ 

j 0,20 

; 0,50 

0,90 

7.0 1 

7.0 

Diglycyl-glycin -j- 1 -Leucin ( 7 io Milliniol) . . . 

0,04 

— 

0,10 

j 0,12 

' 0,22 

74 ; 

7.2 

d,l-Leucyl-glycyl-gIycin 

0.33 

0,51 

1 I.I6 

^ 2,00 

— 

7.0 i 

74 

d, 1 -Leucyl-glycyl-glyci n -f- 1 -Leuci n ( ' /i 0 MiUimol ) 

0,36 

0,51 

■ r,o6 , 


' "" 1 

;/> ; 

74 

d.l-üeucyl-diglycyl-glycin 

0.54 1 

0,94 

i 1,67 . 

— 

, — ’ 

7.0 : 

7.0 

d,l-Leucyl-diglycyl-glyciTi+l-Leucin (‘/lo Millimol) 

0,50 : 

0.95 

' 1.58 i 


, — 1 

7.0 

7.0 


sehr langer Versuchszeiten nennenswerte [37] Hydrolysenbeträge erzielt werden. 
Dagegen wird die Hydrolyse des Di- und des Tetrapeptids mit freiem Deucylrest 

durch l-heuciri in gleicher Konzentration- nur wenig oder gar nicht gehemmt. Das 

106 


"WilJstätter, ^nzyme. 
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unterschiedliche Verhalten dürfte, wie im theoretischen Teil erörtert wurde, auf die 
geringe Affinität des Enzyms zu den nur aus Glycingruppen aufgebauten Peptiden 
zurückzuführen sein. 

5. Verhalten der Hefepolypeptidase gegen Benzoyl-diglycyl-glycin 
und Naphthalinsulfo-glycyl-tyrosin. 

Der bei den Dipeptiden und Tripeptiden beobachtete Spaltungsverlauf scheint 
die Vorstellung zu stützen, daß die Bindung der Hefepolypeptidase wie diejenige des 
Darmerepsins ^ durch die freie Aminogruppe des Substrates vermittelt wird. Damit 
steht in Übereinstimmung, daß Benzoyl-diglycyl-glycin und Benzoyl-glycyl-glycin 
durch das Enzym nicht angegriffen werden. Auch das / 5 -Naphthalin-sulfo-glycyl- 
1 -tyrosin, das als Substrat des Pankreastrypsins zu gelten hat, wird von der Hefe- 
polypeptidase nicht hydrolysiert. 

I- 73 Benzoyl-diglycyl-glycin mit NH3 auf = 7,0 gebracht, 0,5 ccm Enzym- 
lösung (0,12 T.E.), 0,5 ccm ”^/3-Phosphat vom 7,0 im Gesamtvolumen von 5 ccm. 
Aciditätszuwachs nach a) i Stunde, b) 2,5, c) 48 vStunden. ; a) 0,03, b) — 0,04, 
c) 0,00 ccm Ü20-KOH. 

2. 59 mg Benzoyl-glycyl-glycin, Bedingungen wie Versuch i. Aciditätszuwachs 
nach 24 Stunden — 0,06 ccm "/^q-KOH. 

Im Vergleichsversuch wurde d,l-Leucyl-glycyl-glycin von derselben Enzym- 
menge in I Stunde zu 76% gespalten. 

3. 56 /S-Naphthalinsulfo-glycyl-l-tyrosin mit NaOH auf — 7,0 gebracht, 
3 mg Polypeptidase-Trockenpräparat aus Abschnitt i, 0,3 ccm “/3-Phosphat um = 7,0 
im Gesamtvolumen von 3 ccm. Amino-N nach van Sevke a) zu Beginn 0,06 mg, 
b) nach 24 Stunden 0,02 mg. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst für die 
zur Verfügung gestellten Mittel. 

* H. V. Eueer und K. Josephson, a. a. 0, ; E. WaedschmidT-EEiTz und Mitarbeiter, a. a. 0. 
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127. ÜBER DIE SPEZIFITÄT DER HEFE-PEPTIDASEN. 

Von Wolfgang Grassmann und Hanns Dyckerhoff. 

Klfte Abhandlung über P f lanzen-P ro tease n in der von R. Witi^stattüR und 
Mitarbeitern begonnenen Untersuchungsreihe. 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Byingegangen am 15. Februar 1928.) 

Theoretischer Teil. 

Die proteolytischen Wirkungen der Hefe und ihrer Auszüge werden in einer 
wichtigen Untersuchung von K. G. Dernby ^ zurückgeführt auf ein System aus drei 
Einzelkomponenten, nämlich: r. dem ,, Hefepepsin“, das bei schwach saurer Reak- 
tion (Optimum pu.^ A 6 ) Eiweißstoffe bis zur Peptonstufe, aber nicht darüber hinaus, 
hydrolysieren soll; 2. dem „Hefetrypsin“, das die Spaltung von Proteinen bei neu- 
traler Reaktion (Optimum ^ 7) vollzieht, und 3, dem ..Hefeerepsin“, dessen 
spezifische Wirkungsweise und /j^-Abhängigkeit der des Darmerepsins entsprechen soll. 

K. G. Dernby hat natürlich keines der Einzelenzyme in proteolytisch einheit- 
lichem Zustande untersuchen können. Seine Ansichten ergeben sich vielmehr ledig- 
lich aus Beobachtungen über die ^„-Abhängigkeit der tryptischen und der ereptischen 
Wirkung, die an rohen Präparaten des Proteasengemisches gewonnen waren. In einer 
Untersuchung von R. Willsxätter und W. Grassmann ^ ist es zum ersten Male 
gelungen, die dipeptidspaltende Komponente („Hefeerepsin“) von der eiweiß- 
spaltenden, die im folgenden kurz als „Hefeprotease“ bezeichnet werden soll, abzu- 
trennen. Hinsichtlich des Hefeerepsins stehen die Beobachtungen WaLSTÄTTERS mit 
den Annahmen Dernbys in Übereinstimmung. Dagegen wird die Proteinspaltung auf 
[657] die Wirkung eines einzigen Enzyms zurückgeführt, das. abweichend sowohl 
vom Pepsin wie vom tierischen Trypsin, Eiweißkörper und Peptone bei schwach 
saurer Reaktion (Optimum bei etwa = 5) angreift und am ehesten mit gewissen 
pflanzlichen Tryptasen, z. B. dem aktivierten Papain oder auch mit der Protease 
der Milz (S. G. Hedin^, E. .Waedschmidt-Leitz und W. Deutsch +), verglichen 

^ Biodiem. Ztschr. 81, 107 [1917! * Ztschr. physioL Chem. 153. 250 [1926] {Abh. 122). 

3 Ztschr. physiol. Chem. 32. . 34 L 53 ^ [ipoiJj Journ. Physiol. 30, i 55 [iwl; Biocheni, 
Journ. 2, 112 [1906/07]; Journ. biol. Chem. 54, 117 [1922]- 

. Ztsclir. physiol. Chem. 167. 285 [1927] (Abh. 1x6]. 
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werden kann. Die Existenz eines dritten proteolytischen Enzyms, des „Hef etrypsins" 
von Dernby, fanden Wieestätter und Grassmann nicht bestätigt; sie schien in 
den Untersuchungen Dernbys durch das Zusammenwirken der beiden anderen Kom- 
ponenten in den rohen Enzymlösungen vorgetäuscht zu sein. 

Aber auch in bezug auf die dipeptidspaltende .Komponente, das Hefeerepsin, 
war in der Folge die Auffassung Dernbys einer Revision zu unterziehen. Die Spezi- 
fität dieses Enzyms stimmt nämlich durchaus nicht mit derjenigen des Darmerepsins 
tiberein. Erste Befunde in dieser Richtung haben sich in einer Untersuchung von 
E. Waedschmidt-T/Eitz, A. Schaffner und W. Grassmann^ ergeben: Es zeigte sich, 
daß beim fraktionierten enzymatischen Abbau von Eiweißkörpern Zwischenprodukte 
erhalten werden können, die rasch und weitgehend durch Darmerepsin, aber keines- 
wegs durch das dipeptidspaltende Hefeenzym zerlegt werden. Ebenso findet man eine 
Reihe einfacher oder aliphatisch und aromatisch substituierter Amide der Amino- 
säuren spaltbar für Darmerepsin, aber nicht für das ereptische Enzym der Hefe (Waed- 
schmidt-Leitz, Grassmann und Schaffner^). Ein grundlegender Unterschied zwi- 
schen den beiden Peptidasen ist wenig später von dem einen von uns^ aufgefunden 
worden: Der Spezifitätsbereich des ereptischen Hefeenzyms ist, in scharfem 
Gegensatz zu demjenigen des Darmerepsins, auf die Spaltung von Dipeptiden 
beschränkt; eine Anzahl untersuchter Tri- und Tetrapeptide hat sich ausnahmslos 
als resistent gegenüber dem Enzym erwiesen. Das Spaltungsvermögen der Hefe- 
autolysate für die Tri- und Tetrapeptide findet sich dagegen bei dem angewandten 
adsorptiven Trenmingsverfahren in dem leichter adsorbierbaren und in die Elutionen 
übergehenden Anteil des Enzymmaterials, der — völlig wirkungslos gegen alle unter- 
suchten Dipeptide — die auf natürliche Proteine einwirkende Komponente, die eigent- 
liche Protease der Hefe, enthält. Die in mehreren Enzympräparaten festgestellte 
annähernde Konstanz des Verhältnisses zwischen Protease- und Polypeptidasewirkung 
ließ es zunächst wahrscheinlich erscheinen, daß die Wirkungen gegen beide Klassen 
von Substraten auf ein einziges Enzymindividuum zurückzuführen seien. ,, Indessen 
wird sich erst an einem umfangreicheren und methodisch vollkommeneren Versuchs- 
material die Frage entscheiden lassen, oh das tryptische und das polypeptidspaltende 
Enzym der Hefe identisch sind*.'' 

In der Tat können, wie wir vor kurzem mitgeteilt habend im Verhältnis der 
proteolytischen und der Polypeptidasewirkung erhebliche Verschiebungen ange- 
troffen werden, ,,die mit der Annahme einer Identität [658] der tryptischen und der 
polypeptidspaltenden Komponente nicht ohne besondere Hilfsannahmen zu ver- 
einigen sind". Neuere Ergebnisse machen es uns überzeugend, daß man die Wirkung 
auf die beiden Klassen von Substraten scharf zu unterscheiden hat. Vor kurzem^® 

5 Ztschr. physiol. Chera. 156, öB fipzö]. ^ B. 60, 339 [1927]. 

“ Ztschr. physiol. Cheni. 167, 202 [1927] {Abh. 125). 

8 W. Grassmann, a. a. 0 ., S. 206. 

^ Ztschr. physiol. Chem. (im Druck) {Abh. 126). 

W. Grassmann und H. Dyckerhoff, a*. a. O. 
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ist über ein Verfahren zur Gewinnung dipeptidasefreier und ziemlich weitgehend 
gereinigter Trockenpräparate der Protease und der Polypeptidase berichtet worden, 
dessen wesentliche Schritte in der kurzen Autolyse der Hefe bei alkalischer Reaktion, 
der Abscheidung des Enzyms durch Adsorption an säurefällbare Proteinbestandteile 
des Hefeauszuges, kurzer und energischer Selbstverdauung unter Dialyse und Fällung 
mit Aceton bestehen. Geringfügige und in ihrer Bedeutung noch nicht völlig geklärte 
Abweichungen von dem erprobten Arbeitsverfahren, z. B. längere Dauer der Dialyse 
und energischere Einwirkung des Acetons, führen nicht selten zu Präparaten, die bei 
normalem tryptischem Leistungsvermögen in ihrer Polypeptidasewirksamkeit stark 
geschädigt erscheinen. Unter zahlreichen Trockenpräparaten der beschriebenen Art 
fand sich — in einer für die Durchführung der unten angeführten Versuche mehr als 
auvsreichenden Menge — eines, in dem wir auch bei langer Versuchszeit und mit großen 
Enzymmengen keine Polypeptidase mehr iiaclizuweisen vermögen. 

So spalten 0,4 111g eines normalen, gut gelufigeneii Polypeptidase-Trockeiiprä parates 49 mg 
Leucyl-glycyl-glycin in i Stunde zu 62%; von dem erwähnten polypeptidasefreien Prä- 
parat dagegen bewirkten 4 mg in 54 Stunden unter denselben Bedingungen keine sicher meßbare 
Hydrolyse. Dabei war die proteolytische Wirksamkeit des zweiten Präparates eher ein wenig 
höher; 2,8 mg ergaben nämlich unter den Bedingungen der Hefetrypsiii- Bestimmung einen 
Acidititätszuwachs von 0,64 ccm "/5-KOH hn Falle des zweiten, von 0,50 ccm im Falle des ersten 
Präparates. 

Dieser J3efund, der durch die Ausarbeitung sicher reproduzierbarer Verfahren 
zur Gewinnung polypeptidasefreier Proteasepräparate und umgekehrt durch Ver- 
suche zur Darstellung der proteasefreien Hefe-Polypeptidase noch zu ergänzen sein 
wird, stellt das polypeptidspaltende Enzym als dritten Bestandteil des Gemisches 
neben das proteinspaltende und das dipeptidspaltende. Für das proteinspaltende 
Enzym der Hefe sind synthetische Substrate gegenwärtig nicht mit Sicherheit bekannt. 
Die Präparate der Hefeprotease sind, ebenso wie diejenigen des Papains, unwirksam 
gegen acylierte Dipeptide vom Typus des Naphthalinsulfon 3 ’'l-glycyl-tyrosins”, 
die nach den letzten Befunden von WAhDSCHMiDT-LEiTZ und Mitarbeitern^^ zu den 
vSubstraten des Pankreastrypsins zu zählen sind. Die Wirkungen polypeptidase- 
haltiger Präparate der Hefeprotease gegenüber einer Reihe untersuchter Tri- bis 
Oktapeptide sind ausschließlich auf ihren Gehalt an Polypeptidase, nicht auf die 
Protease, zurtickzuführen. Dasselbe gilt hinsichtlich der Spaltung der untersuchten 
Peptid- und Aminosäurederivate. Es erscheint uns nicht sehr wahrscheinlich, daß die 
Abgrenzung zwischen den Spezifitätsbereichen der Hefepolypeptidase und der 
Protease durch eine bestimmte Anzahl der Aminosäure-Bausteine gegeben sein 
wird ; eher wird man Beziehungen zu bestimmten Aminosäure-Typen, etwa zu den 
Di carbonsäuren oder den Diami nosäuren, vermuten können, deren Polypeptide 
hinsichtlich ihrer enzymatischen Angreifbarkeit noch nicht ausreichend untersucht 
worden sind. 


” W. Grassmann und H. Dyckerhofi^, a. a. O. 
B. 61, 299 [1928]. 
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[659] Hinsichtlich der Abgrenzung des Spezifitätsbereiches zwischen Dipeptidase 
und Polypeptidase hat sich ein spezifischer Einfluß bestimmter Aminosäure-Bau- 
steine bisher nicht auffinden lassen. Neue Versuche, über deren qualitatives Er- 
gebnis die Tab. i berichtet, bestätigen und erweitern die bisherigen Erfahrungen 
an einigen Beispielen, die neben höheren Polypeptiden einige Dipeptide des 
Serins, Tyrosins und der Glutaminsäure betreffen. In allen Fällen erweisen 
sich die Dipeptide ausschließlich als Substrate der Dipeptidase, während höhere 
Peptide ausnahmslos von der Polypeptidase gespalten werden. 

Trotzdem läßt sich leicht der Nachweis führen, daß nicht eigentlich die Anzahl 
der Aminosäure-Bausteine, die ,, Größe“ des Peptidmoleküls, für die spezifische 
Angreifbarkeit einer bestimmten Peptidbindung durch Dipeptidase oder Polypepti- 
dase maßgebend ist. H. v. EuhER und K. Josepiison^^ haben a]^s erste eine Hypo- 
these ausgesprochen, wonach der Angriff der Peptidasen vom Typus des Darmerepsins 
durch die primäre Anlagerung des Enzyms an die freie Aminogruppe des Substrates 
zustande kommen soll. Eine Anzahl scheinbar entgegenstehender Befunde der Lite- 
ratur, auf dieWALDSCHMiDT-IvEiTz und Mitarbeiter hingewiesen haben, ist inzwischen, 
wie aus einer gleichzeitig erscheinenden Mitteilung von E. Waeüschmidt-Leitz und 
W. KhEiN*^ hervorgeht, in anderem Sinne aufgeklärt worden. Der Übertragung einer 
solchen Auffassung auf den Fall der Hefe-Peptidase steht ein Befund von Waed- 
schmidt-Leitz, Grassmann und Schaffner (a. a. O.) entgegen, wonach Acetyl- 
[phenyl-alanylj-alanin durch Hefe-Dipeptidase zwar langsam, aber deutlich zerlegt 
wird. Dieser Befund ist vereinzelt geblieben. In einer gemeinsam mit E. Waed- 
schmidT-Leitz und W. KeEin durchgeführten Versuchsserie ist gegenüber einer 
größeren Anzahl anders acylierter Dipeptide keine sicher nachweisbare Wirkung der 
Hefe-Dipeptidase gefunden worden. 


Tabelle i. , 

Spezifität der Hefe-Peptidasen. 

(Angaben bedeuten: positive Hydrolyse, — — keine nachweisbare Hydrolyse, 

0 = nicht untersucht.) 



Dipeptidase 

j , 

i Polj'pcpiidase 

Protease 

a) Dipeptide; 

Glycyl-glycin 

+ -0 

‘6 

16 

Glycyl-leucin 


16 

1$ 

Alanyl-glycin 


• 16 

16 

Eeiicyl-glycin 

.L ^6 

16 

'6 

Glycyl-tyrosin 

0 

— 

— 

Alanyl-tyrosin 

-f 

0 

0 

Alanyl-serin 

-1- 

— 

— 

l-Eeucyl-d-glutamiusäure 

-h 

— 


Alanyl-fjJ-ammo-buttersäure] 

— 

— 

— 

Glycyl-ie-amino-capronsäure] 

— 

— 

i 


‘5 Ztschr. physiol. Cheni. 157, 122 [1926], 162, 85 [1926], 166, 294 [1927]; B. 60, 1341 [1927]. 

B. 60, 359 [1927]. ^5 B. 61, 640 [1928]. 

*<> Vgl. W, Grassmann. Ztschr. physiol. Chem. 167, 202, und zwar S, 210 u. 212 [1927]. 
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Dipeptitlase , Polypeptida«: 


Protease 


b) Tripeptide: 

Diglycyl-glycin 

dJ-Alanyl-glycyl-glycin — 

dJ-Üeucyl-glycyl-glycin - 

D^lycyl-l-leucin 0 

Glycyl-d, Ideucyl-glycin o 

l-XrCUcyl-glycyl-l-leucin o 

Glycyl-d-alanyl-glydn o 

Glycybtyrosyl-glycin o 

c) höhere Polypeptide: j 

Triglycyl-glycin — 1 

d,l-Alanyl-diglycyl-glycin -- j 

blyeucyl-diglycyl-glycin — j 

Mveucyl-triglycyl-l-leucin - | 

I^ucyl-heptaglycin ' ‘ i 

d) Peptidester (Peptidbindung): 1 j 

Glycybglycin-iter j mditunter- | 

I suchbar i 

Iveucyl'glycin-ester ’ | 

Glycyl-d, 1-leucin-est er | 

Glycyl-d, 1-alanin-ester | 

Leucyl-glycyl-glycin-ester — i 

Diglycyl-glyfin-ester ~ j 

e) Peptid- und Aminosäureamide: | j 

Glycyl-leucin-amid | ^ j 

decarboxylierte Dipeptide, z. P. Glycyl'decarboxy-leucin j 

Glycin-amid j 

d,l-Teucin-amid ' | 

f) acylierte Peptide: 

Benzoyl-glycyl-glycin . j 

Glycyl-glycin-carbousäurl I 

Carbäthoxy-glycyl-d, 1-leucin “ 

Acetyl-[phenyl-alanyl]-alanin . d 

Naphthalinsulfoiiyl-glycyl-l-tyrosiii 

Benzoyl-diglycyl-glycin ■ • ■ 


4 . '6 

.|..6 


4 - '6 


O 

O 

O 

>9 


O 

O 


o 


o 

o 

o 

19 

>9 


Für den Angriff der Hefe-Dipeptidase ist aber, anders als ini Falle des Darm- 
erepsins, auch die gleichzeitige Nachbarschaft einer freien Carboxylgruppe in der für 
die normalen Dipeptide charakteristischen Position zur Peptidbindung Voraussetzung. 
Es sind vier Klassen von Peptidderivaten, an denen dies anschaulich gemacht werden 
kann; die Ester der Dipeptide, die Amide der Dipeptide, zu denen auch die 
Tripeptide und die höheren [66i] Polypeptide zu zählen sind, die decarboxy- 
lierten Dipeptide, aus denen durch Entalkylierung die gewöhnlichen Aminosaure- 
amide hervorgehen, und schHeßlich die Dipeptide vom Typus der Glycyl-[^- 


u Vgl W, Grassmann und H. DyckerhoFF, Ztsclir. physiol. Chem. (mi Druck). 

■8 Vgl. E. WAi,DSCHMiDT-DEtTZ, W. Grassmann und A. Schaffner, B. 6 o. 359 [1927]- 
*9 Vgl. W. Grassmann und H. Dyckerhpff, a. a. 0. 
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aminobuttersäure], in denen die Carboxylgmppe zwar erhalten, aber hinsichtlich 
ihrer Stellung zur Peptidbindung verändert ist. Die bisher von uns geprüften Dipeptid- 
ester finden wir beim Wirkungsoptimum der Dipeptidase so wenig beständig, daß sie 
für die Untersuchung ausscheiden. Dagegen erweisen sich die untersuchten Vertreter ^ 
der drei anderen Klassen gegenüber der proteol3rtisch einheitlichen Hefe-Dipeptidase 
ausnahmslos als resistent, während vom Darnierepsin sowohl die decarboxylierten 
als auch die amidierten Dipeptide (einschließlich der höheren Polypeptide) rasch zer- 
legt werden. 

Auch der Angriff der Hefe-Polypeptidase scheint durch die Anwesenheit 
einer freien Aminogruppe im Substrat vermittelt zu werden. Wie wir in der voran- 
stehenden Abhandlung dieser Reihe an einer Anzahl von Beispielen durch Isolierung 
der Spaltstücke nachgewiesen haben, erfolgt die Spaltung der Tri- und Tetrapeptide 
durch das Enzym immer und ausschließlich in der Weise, daß die dem Aminoende 
der Peptidkette benachbarte Peptidbindung der Hydrolyse anheimfällt. Überein- 
stimmend damit konnten wir bei einem acyÜerten Tripeptid, dem Benzoyl- 
diglycyl-glycin, keine Spaltung durch Polypeptidase beobachten. 

Bei der Untersuchung der Angriffsweise der Hefe-Polypeptidase ist bisher nie- 
mals, weder in den älteren Untersuchungen von E. Abderhalden und Mitarbeitern^'^, 
noch in unseren eigenen, der Fall beschrieben worden, daß der Angriff des Enzyms 
auf ein Polypeptid an der dem Carboxy lende benachbarten Peptidbindung einge- 
setzt hätte. Es konnte also erwartet werden, daß die Anwesenheit einer freien Carboxyl- 
gruppe für den Angriff des Enzyms nicht erforderlich sein würde. In der Tat haben 
schon H. V. Euler und K. Josephson (a. a. O.) gezeigt, daß rohe Hefeausztige — 
also Mischungen der beiden Hefepeptidasen — den Äthylester des Triglycyl-glycins, 
die ,,Biurctbase“ von CuRTius, zu spalten vermögen. Dieser Befund ist indessen 
aus dem Grunde nicht überzeugend, weil alle Präparate der Hefe-Polypeptidase, die 
wir bisher untersuchen konnten, auch gegenüber einfachen Amiliosäureestern — nicht 
dagegen gegenüber niederen Fettsäureestern oder Fetten — ein recht deutliches 
Spaltungsvermögen aufweisen. Die Angabe von Euler und Josephson ist indessen 
zu bestätigen. Durch vergleichende Bestimmung des Zuwachses an Carboxyl- und an 
Aminogruppen läßt sich leicht zeigen, daß die Hydrolyse von Tripeptidestem so gut 
wie ausschließlich an der Peptidbindung erfolgt, und daß erst zu Ende der Reaktion 
die Verseifung der Estergruppe einen beträchtlicheren Umfang annimmt. 

Die Bedeutung, die der freien Carboxylgmppe für den enzymatischen Angriff 
zukommt, ist indessen mit dieser Feststellung nicht erschöpft. Überraschender Weise, 
findet man nämlich auch die Ester der Dipeptide spaltbar für die Hefe-Polypepti- 
dase. Die Hydrolyse dieser Substrate erfolgt nicht langsamer als diejenige ähnlich 
gebauter Tripeptide und betrifft vorwiegend — zu Beginn der Reaktion so 

Ztschr. physiol. Chem. 54, 363 [1907/08], 55. 416 [1908], 57, 342 [1908], 62, 145 [1909], 
66, 277 [1910], 81, I [1912]. 

B. 60, 1341 [1927 J 
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ausschließlich — die Peptidbindung. [662] Dasselbe gilt von den Dipeptidamidcn, 
die durch unsere Polypeptidasepräparate außerordentlich rasch und, wie sicli leicht 
zeigen läßt, gleichfalls primär an der Peptidbindung, gespalten werden, während sie 
gegenüber der Dipeptidase resistent sind. 

Ks gibt also drei, die Carboxylgruppe betreffende Veränderungen eines 
Dipeptidmoleküls, die das Dipeptid aus einem Substrat der Dipeptidase in 
ein solches der Polypeptidase umwandeln: die Veresterung, die Amidierung 
und die Verlängerung der Peptidkette an der Carboxylgrup])e, d. h. die Über- 
führung in das Tripeptid. Diese Feststellung macht uns den Satz überzeugend: Die 
Nachbarstellung einer freien Carboxylgruppe zur Peptidbindung ver- 
hindert den Angriff der Polypeptidase. 

Diese Auffasung wird weiter gestützt durch den Befund, daß auch die decarboxy- 
lierten Dipeptide und die noch um einen Alkylrest ärmeren einfachen Aminosäure- 
amide von allen unseren Polypeptidasepräparaten — nicht dagegen von der Hefe- 
Dipeptidase^ und der polypeptidasefreien Hefeprotease — zum Teil mit sehr beträcht- 
licher Geschwindigkeit angegriffen werden. Ks scheint al.so, als ob Glycin-amid 
und Leucin-amid als die einfachsten Substrate der Hefe-,, Polypeptid ase'‘ zu 
betrachten seien. 

Die über die Spezifität der beiden Hefepeptidasen bisher vorliegenden Befunde 
lassen sich, wie es scheint, in das folgende einfache Schema einordnen, dem man 
versuchsweise auch die Spezifitätsbefuiide am Darmerepsin anglicdern kann: 


Nachbarstellung einer freien 
NHs'Gruppe COOH-Griippe 
Hefe-Dipeptidase .... nötig nötig 

Hefe-Polypeptidase . . . nötig hindert 

Darmerepsin nötig entbehrlich und glcichgiltig. 


Unsere Untersuchung hat zu dem Ergebnis geführt, daß eine Reihe derjenigen 
Wirkungen des Darmerepsins, die bei der Hefe-Dipeptidase vermißt werden, so die 
Spaltung der Polyj)eptide und ihrer Ester, der decarboxylierten Peptide und der 
Aminosäure- und Peptidamide, im Falle der Hefeenzyme von der Polypeptidase 
übernommen werden. Damit erklärt es sich zwanglos, daß H. v. Euler und K. Jo- 
SEPHSON^^^ die ihre Versuche mit Gemisefien der beiden Hefepeptidasen durchgeführt 
haben, einen Unterschied zwischen Hefe- und Darm-Peptidase nicht aufzufiuden ver- 
mochten. Es ist denkbar, daß die beiden Enzymindividuen der Hefe, zwischen denen 
die Funktionen des Darmerepsins aufgeteilt erscheinen, gemäß dem angeführten 
Schema sowohl unter einander wie auch vom Darmerepsin verschieden sind. Aber die 


” Die geringfügige Spaltung von d.I-beuciii-aiiüd. über die WALDScmMii^-ÜEm Grass- 
MANN und SCHAFFI^R (a. a. O.) früher berichtet haben, beruht ohne Zweifel auf einer Verunrei- 
nigung der benutzten EnzymmateriaUen durch germge Beimengungen an Polypeptidase. sich, 
wie iiSwischen festgestellt worden ist. aus den Dipeptid aselösungen weit schwerer als die Protease 
vollständig entfernen lassen. 

*3 B. 60, 1341 [i 927 ]' 
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experimentellen Befunde wären auch mit der Annahme vereinbar, daß in dem trypsin- 
freien Darmerepsin ein Gemisch aus zwei Komponenten von der Art der Hefe-Pepti- 
dasen enthalten ist, das — ähnlich wie das Gemisch der Hefe-Polypeptidase- und 
der [663 J Hefeprotease — bei der Adsorption an Tonerde nicht aufgeteilt wird. Zu 
dieser Frage scheint uns gegenwärtig noch kein entscheidendes experimentelles Material 
vorzuliegen. 


Beschreibung der Versuche. 

T. Das Knzymmaterial. 

Die in dieser Arbeit benutzten Präparate der Hefe-Dipeptidase waren Enzym- 
lösungen, die nach dem Verfahren der 8. Abhandlung^^ von Protease und Polypepti- 
dase befreit worden waren. Durch sehr häufig wiederholte Adsorption an kleine Mengen 
von Tonerde Cj, ist es uns gelungen, die Lösungen von jeder nachweisbaren Bei- 
mengung an Polypeptidase zu befreien. 

Zu den Versuchen mit Protease und Polypeptidase kamen ausschließlich Trocken- 
präparate zur Anwendung, die von Dipeptidase befreit und ziemlich weitgehend 
gereinigt worden waren: 

Protease- und Polypeptid asepräparat A: Das Präparat war nach dem in der 10. Ab- 
handlung ^5 beschriebenen Verfahren der Autolyse bei alkalischer Reaktion in dipeptidasefreiem 
Zustande gewonnen und durch Säurefällung und 2ostünd^e Dialyse gereinigt worden. Die Fällung 
mit Aceton erfolgte wie früher bei etwa — 10®, jedoch in erheblich größerer Verdünnung, wobei 
zur Erzielung einer zentrifugierbaren Abscheidung ein Zusatz von etwas Essigsäure eiforderlich war. 

0,4 mg des Präparates spalten 49 mg d, 1-Leucyl-glycyl-glycin in i Stunde (“*/3o- Phosphat, 
pH = 7,0; Vol. 2 ccm; t = 40°) zu 62% .{Aciditätszuwachs 1,23 ccm "/jo-KOH). — 2,8 mg 
spalten unter den Bedingungen der Hefe-Trypsin-Bestümnung (^h ~ S.o, "’/^^-Dinatriiuncitrat ; 
40’^) 0,60 g Gelatine in 24 Stunden entsprechend einem Aciditätszuwachs von 0,50 ccm “/5-KOH. 

Protease - imd Polypeptid asepräparat B: Das Präparat war durch 2malige Adsorption 
an Tonerde Cy iind Elution mit Diammoniuraphosphat bzw. Ammoniak von Dipeptidase prak- 
tisch frei erlialten und durch Abdimsten bei Zimmertemperatur im Faust-Hemi.schen Apparat 
in trockne Form gebracht worden. 

0,8 mg spalten 49 mg d, l-I.,eucin-glycyl-glycin in i Stunde zu 72 % (Aciditätszuwachs 
1,44 ccm “/jo-KOH). — 4 mg spalten 0,60 g Gelatine in 24 Stunden, entsprechend eüiem Aci- 
ditätszuwachs von 0,42 ccm “/5-KOH. — 8 mg ergeben unter den Bedingungen der Dipeptidase - 
bestünmung in 6 7» Stunden einen Aciditätszuwachs von 0,06 can "/5-KOH. 

Proteasepräparat C, polypeptidasefrei: Das Präparat war näiijlichwie A gewonnen, 
jedoch durch Dialyse von 4 tägiger Dauer und durch Acetonfällung bei Ziiimiertemperatur gereinigt. 

2,8 mg spalten 0,6 g Gelatine imter den üblichen Bedingungen entsprechend einem Aciditäts- 
zuwachs von 0,70 (wiederholt 0.70 ; 10 Monate später wiederholt 0,64) ccm “/5-KOH. — 4 mg 
spalten 49 mg d, l-Eeucyl-glycyl-glydn a) in 22 Stunden, b) in 54 Stunden entsprechend einem 
Aciditätszuwachs von a) 0,00 (wiederholt — 0,01), b) 0,02 ccm ‘‘/^o-KOH. 

2, Versuche mit Peptiden. 

Für die Versuche dieser Art stand uns unter anderem eine Anzahl von Peptid- 
präparaten aus der Sammlung E. Fischers zur Verfügung, für deren Überlassung wir 
Herrn Dr. Hermann 0 . L. Fischer, Berlin sowie auch Herrn Prof. Dr. Waed- 
shmidt-Leitz zu großem Danke verpflichtet sind. 


24 Ztschr. physiol. Chem. 167, 188, und zwar S. 198 [1927]. 

25 Ztschr. physiol. Chem. (im Druck). 
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[664] Tabelle 2. 

Einwirkung von polypeptidayehaltigen und polypeptidasefreien Präparaten der 
Hefeprotease auf Peptide. 


(In der Utrationsprobe von ^ ccm sind enthalten: 1,2 mg Trockenpräparat A bzw. C (0,07 bzw. 
©,io Hefetrypsin-Einheiten enthaltend), 0,16 ccm ni/3-Fhosphat, /?h ^ 7 .<^; 2 Stunden bei 40°.) 


Substrat 

1 angew. 

; Milli- 
1 mol** 

1 

Präparat A 

( pol ypeptidasf haltig) Hydrolyse 

ccm iv'20-KOH i %*^ 

Präparat C 

(polypeptidäsefrci) Hydrolysse 

ccm n/iü-KOH , % 

Glycyl-l-tyrosin 

1' 0,10 

0,00 

0 

- 

- 

d.l-Alanyl-serin 

. 0,10 

— 0,01 

0 



l-Eeucyl*d-glutam insäure 

0,10 

- 0,03 

Ü 

— 


[d,l-Phenyl-alanyl>d-glutaminsäure 

! 0,10 

0,02 

0 



d-Alanyl-f/S-amino-n-buttersäure] . 

; 0,10 

- 0,01 

ü 



Glycyl-[«-amino-capronsäiire] . . . 

' 0,10 

0,0 1 




Glycyl-htyrosyl-glycin 

0,013 

-• 


0,00 

0 

Glycyl-d-alaiiyl-glycin 

O,I0 

0,72 


' 0,02 

<_) 

d,l-Alaiiyl'glycyl-glycin 

0,10 

-1 

+ 28 

- 0.02 

0 

l-Eeucyl-glycyH-leucin 

0, lO 

1.23 

61 


0 

Diglycyl-glycin 

0, 10 


■t' 

— 0,01 

d, l-Alatiyhdiglycyl-glychi 

■ 0,10 

2,13 

106 

0,00 

0 

Triglycyl-glycin 

0,10 

-.L -9 


0,02 

0 

1-Eeucyl-diglycyl-glycin 

i 0,10 


i A ^ 

0,01 


l-Leucyl-triglycyM-Ieucin 

0,05 

1,14 

: II4 

0,01 


d, I-Eeucyl-heptaglycin 

; 0.035 

0, 1 3 

' ro 




Tabelle 3. 

Einwirkung von Hefe-Hipeptidase auf Peptide. 

(0,10 Millimol Peptid; 0,2 Dipeptidase-Einheiten; Vol. -- 2 ccm = 7A ei^estellt mit 
n/z^-Ammoniumchlorid-Ammoniak-MlscImug. Spaltung gemes.sen in ccm n/20-KOH; der Ah- 
.spaltung einer Carboxylgruppe entspricht ein Aciditätszuw achs von 2,00 ccm.) 

1 Spaltung nach 


3 SUln. I 24 SUlii. 


d, l-Alaiiyl-serin 

0,63 i — 

d-Alanyl-l-tyrasiii 

1,28 j 

1-Eeucyl- d-glutam insäure 

1,80 . — 

d,I'Alanyl-[/ 5 -amino-n-buttersäure] . 

0,00 

Glycyl-[AaminO'CapronsäureJ - . . 

- 0,01 1 

Trtglycyl-glycin ■ . 

0,00 ■ 0,01 

d,l-Alanyl-diglycyl-glycin 

— 0,01 ! 0,00 


[665] 3 " Versuche mit Aminosäure- und Peptidestern, 

a) Beständigkeit mn Aminosäure- tind Pepüdestern in waßnger Losung, 

In wäßrigen, insbesondere schwach alkalischen Eösungen unterliegen die Ester 
der Aminosäuren und der Peptide zwei Arten von Umwandlungen; der Verseifung 
der Estergruppe und der Kondensation zwischen Ester- und Aminogruppe, die in erster 

^^ll^aceniaten bezieht sich die Angabe auf die anwesende Menge des spaltbaren Peptids 

B*^OTgen auf die Hydrolyse einer Peptidbindung pro Mol. 

*8 Vgl. 9. Abhandlung dieser Reilie, S. 212. 

29 Vgl. IO. Abhandlung dieser Reihe. 
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Linie zum Übergang in das Diketopiperazin führt. Die für Peptidester mögliche 
dritte Reaktion, die Hydrolyse der Peptidbindung kommt bei den Aciditätsbedingungen 
und Reaktionszeiten unserer Versuche nicht wesentlich in P'rage. 

Bei der Titration in alkoholischer Lösung wird der Übergang zum Diketopiperazin 
nicht erfaßt. Weder die freien Aminosäure- und Peptidester, noch die daraus gebildeten 
Peptidanhydride verbrauchen in alkoholischer Lösung meßbare Mengen von Alkali. 
Um ein vollständiges Bild von der Beständigkeit der Aminosäure- und Peptidester 
zu gewinnen, ist es daher notwendig, die Bestimmung der durch Verseifung ent- 
stehenden freien Carboxylgruppen zu ergänzen durch ein zweites Verfahren, das die 
verschwindenden basischen Gruppen erfaßt. Für diesen Zweck steht zunächst die 
gasometrische Methode von van vSeyke zur Verfügung. Da aber die Aminosäure- 
ester keine amphoteren Substanzen, sondern starke Basen sind, genügt es in diesem 
Falle, den vorhandenen Aminosäureester, ähnlich wie etwa Ammoniak, durch Titration 
mit Säure in wäßriger Lösung unter Anwendung eines im schwach sauren Gebiet 
umschlagenden Indicators zu bestimmen. Für den vorliegenden Zweck, wo es sich teil- 
weise um die Verfolgung sehr rasch verlaufender Reaktionen handelte, war ein solches 
Verfahren vorzuziehen. Als Indicator diente mit Rücksicht auf die Anwesenheit von 
Phosphat Bromphenol“ Blau. Anwesende Aminosäuren stören die Titration nicht, 
Peptide nicht wesentlich, da sie keine in Betracht kommenden Mengen von Säure 
verbrauchen, wenn man die Titration beim ersten erkennbaren Umschlag des Indi- 
cators beendet (vgl. dazu auch L. J. Harris 3°). 

Aus den Versuchen der Tab. 4 und 5, in denen einerseits die verschwundene 
Estermengc (Abnahme des Titers gegen Bromphenol-Blau), andererseits der durch 
Titration in alkoholischer Lösung ermittelte Zuwachs freier Carboxylgruppen ver- 
zeichnet ist, geht hervor, daß sowohl der Glykokoll-äthylester als auch der 
Glycyl-glycin-äthy fester in dem Bereich von etwa = 5 bis etwa p^ = 6,4 
praktisch beständig ist. Mit steigender Hydroxyl-Ionen-Konzentration beobachtet 
man im Falle des Glykokollesters in zunehmendem Maße das Verschwinden des basi- 
schen Esters, das unter den eingehaltenen Konzentrationsbedingungen zum Teil auf 
Verseifung und zum Teil auf die Anhydridbildung entfällt. Wesentlich anders ist 
das Verhalten des Dipeptidesters. Die Zerstörung des Esters ist in außerordentlich 
hohem Maße von der Hydroxyl-Ionen-Konzentration abhängig: Während man bei 
pYi — 7 innerhalb einer Stunde 12 % der vorhandenen Estermenge umgesetzt findet, 
genügen bei p^ ~ 9,4 schon wenige Minuten, um mehr als die Hälfte des anwesenden 
Dipeptidesters in Reaktion zu bringen. Die Reaktion verläuft in scharfem Gegensatz 
zu den Verhältnissen beim Glykokollester praktisch ohne Bildung freier Carboxyl- 
gruppen, führt also so gut wie ausschließlich zum Peptidanhydrid. Die Beständig- 
keit eines T ripeptidesters, Leucyl-glycyl-glycin-ester, finden wir erheblich 
größer: nach i Stunde waren bei p^ = 8,3 erst 4%, bei [666] p^ = 9,2 12 % des Esters 
verschwunden, und zwar ausschließlich unter Verseifung. 


3 “ Proceed. Roy. Soc. Ivondon B 95, 500 [1923]. 
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Tabelle 4. 

Beständigkeit des Glykokollesters in wäßriger Lösung. 

(Die Titrationsprobe von 5 cem enthielt 34,7 mg Glykokoll-äthylester-Chlorhydrat ^>,25 ^iilli- 
niolj’und i ccm m/3 -Phosphatpuffer. Berstiinmung der verschwundenen Estcriiieiige durch Titra- 
tion in wäßriger Lösung mit n/20-HCl i Indicator Bromplienol-BIau] ; Bcstiniiimiig der gebildeten 
Carboxyle durch Titration in alkoholischer Lösung mit n/20-KOII [Indicator Thj'lnolphthaleiuj ). 


Vers,- 

Nr. 

I 

RCiiklioiiszcil in 

’ 4 

SnuKlon 

48 

I 

'■ pH 

5 o 

1 

^ , i 

1 



Ester verscliwimdeti % 

o 


0 


2 


Carboxyl gebildet % 

0 

. 1 

0 

- i 

I 

2 

pH 

6,4 

6,4 1 

6.4 




Carboxyl gebildet % . 

— 

0 

0 

i i 


3 

Ph 

6,9 

Ö .9 1 

6.9 


6,3 


Ester verschwunden % 

5 

1 1 1 

iS 

;8 ! 

6(> 


Carboxyd gebildet % . 

2 

\ 

' IO 

1 

61 

4 , 

' pH 

8,0 

8,ü ; 

' 8,0 


7-5 


Ester verschwunden % 

16 

: 26 

! .v> 


97 


‘ Carboxyl gebildet % . 

7 

- I 

35 

1 

7 > 

5 

\ Pn 

9,3 

9-3 ' 

9,2 

9,1 ' 



Ester verschwunden % 

4 T 

, 

84 

96 ; 

— 


i Carboxyl gebildet % . 

-17 

70 

92 

102 



Tabelle 5. 

Verhalten von Glycyl-glycin-e.ster in wäßriger Lö.suiig. 

(Die TitrationSprobe von 5 ccm enthält 0,25 Milliinol Plster-Chlorhydrat, mit Ammoniak auf 
das gewünschte pa gebracht, neben 1 ccm m/3 -Phosphat. Titration wie in Tab. 4.) 


1 





Re.-iktionszrif 




Vers.- 
Nr. j 



Miniilen 



SluiKlen 




3 

5 ! 

ir. 

20 

I 

■2 

4 

; 24 

■ i 

pH 

5-3 


— 

— 



5.3 

1 

1 5.3 

i Ester verschwunden % 

— 

— 


- 

0 


0 

1 0 


Carboxyl gebildet % . 

— ^ 


— 

— 

“ 1 

1 ■ ■ 

0 

i I 

2 

pH 

6.4 

— 

— 

— 


6,4 

6.3 ^ 

6,1 


Ester verschwunden % 

__ 


- 



2 

4 ! 

; 12 

3 

pH 

7.0 ^ 




6,9 

6,8 ^ 

6,6 ‘ 

6,3 

1 

Ester verschwiuidcn % 

— 


■ - 

— 

12 ! 

20 

28 j 

43 


Carboxyl gebildet % . 

_ 

__ 


— 

I 

— 

I i 

2 

4 

pH j 


6,7 

, — 

7.4 

. - - 

7 >- 

i 

- 


Ester verschwunden % 

— 

8 

16 

28 


58 

: 



Carboxyl gebildet , % 

~ 

— 

— 

— 

I 

— 

I ) 


5 

pH 

8.4 


— 

- 

8,2 1 

— ’ 


— 


Ester verschwunden % 1 

— : 

38 

1 60 

76 

■ 93 ! 

... 

— 

— 

6 

\pH 

— . 

9-4 


9.4 

9.3 ' 

1 — : 

— 

- 


j Ester verschwunden % 

5 ^ 

69 

: 88 


. — , 

i 

— 



1 Carboxyl gbildet % . , 

— ' 

— 

0 

r 

— ^ 

! 4 

— 

46 


[667] h) SpaUim^s-V ersuche > 

Hefe- Autolysate sowie alle von uns geprüften Präparate der Hefe-Poly- 
peptidase zeigen, wie aus den Beispielen * der Tab. 6 hervorgeht, einerecht deut- 
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liehe, wenngleich nicht sehr erhebliche, verseifende Wirkung gegenüber Amino- 
säureestern. Kine Wirkung auf Methylbutyrat oder auf Olivenöl konnte 
dagegen in einer Anzahl von Versuchen, für deren Durchführung wir Hrn. Dr. E. Ba- 
MANN zu großem Danke verpflichtet sind, unter mehrfach geänderten Bedingungen 
niemals festgestellt werden. 

Wir belegen dies an ein^ Versuch mit Methylbutyrat: 

0,179 g Methylbutyrat, 6 mg Trocienpräparat A, 2 ccm “/3-Vhosphat, pn — j.o im 
Volumen von 20 can. 

Reaktionszeit in Stunden. . , 2 4 24 

Spaltung (ccm “/jo-KOH) . . 0,02 ü,oi 0,03 

(Der vollständigen Hydrolyse des angewandten Esters hätte ein Zuwachs von 8,8 ccm Eauge 

entsprochen.) 

Die Wirkung auf Aminosäureester fehlt in den polypeptidasefreien Präparaten 
der Hefe-Dipeptidase und der Protease. Man wird unter diesen Umständen die 
Möglichkeit zu prüfen haben, ob die Spaltung der Aminosäureester nicht von 
der Polypeptidase selbst katalysiert werden kann. Eine solche Annahme, die mit 
den im theoretischen Teil entwickelten Vorstellungen über die Spezifität des poly- 
peptidspaltenden Fermentes nicht völlig unvereinbar erscheint, entspricht einer 
Auffassung, die vor längerer Zeit durch O. Warburg^^ in Bezug auf die Natur 


Tabelle 6. 

Einwirkung von Enzympräparaten aus Hefe auf Aminosäureester. 

(Die Titrationsprobe von 2 ccm enthält o.ioMillimol Ester; m/30-Phosphatmischung ; 40°. 
Titration mit n/20-KOH in alkoholischer Eösung; 100% Spaltung = 2,00 ccm Lauge.) 


Enzym 

Präparat 

und 

Menge 

Ester 

1 

1 Spaltung nach Stdn. 

Beginn 

Ende 

1 

2 

4 

Rohlösung 

0,8 ccm 

Glycinester 

5^3 

54 

— 

0,45 

— 

Polypeptidase . . . 

1 , 2 mg A 


6,4 

6.2 

0,15 

0,22 

0,28 

,, ... 

1,2 mg A 

Alaninester 

64 

6.3 

0,10 

0,17 

0,21 

>> ... 

1,2 mg A 

1-Leucinester 

64 

54 

0,28 

0,41 

0.54 

Kontrolle ohne Enzym ; 

— 1 


64 

6,2 

— 

0,04 

0,10 

Dipeptidase . . . . i 

0,2 Einh. 

(jlycinester 

7,0 

6,9 

0,01 

0.04 

0,22 

Kontrolle ohne Enzym 

— 1 

,, 

6,9 

6.9 

0,04 

0,08 

0,20 

Dipeptidase .... 

0,2 Einh. 

l-Leucinester 

7.0 

7.0 

0,00 

0,09 

— 

Protease ! 

1,2 mg C ; 

Glycinester 

64 

6,4 

— 

0,01 , 

. 0,00 

i 

1,2 mg C 

1-Leucinester 

6,3 

6,1 

— 1 

0,00 

0,10 


des Leucinester spaltenden Enzyms der Pankreasdrüse vertreten, in der späteren 
Literatur aber verlassen [668] worden ist (vergl. dazu B. Abderhaeden^j, R. WlLE- 
STÄTTER und P. MEMMEN33). 

31 B. 38, 187 [1905]; Ztschr. physiol. Chem. 48, 205 [1906]. 

32 Lehrbuch d. physiol. Chemie, 5. Aufl., II. Teil, S. 295 [1923]. — E. Abderhaeden, 
H. SiCEEE und H, UEDA, Fermentforsch. 7, 91 [1923]. 

33 Ztschr. physiol. Chem. 138, 216, und zwar S. 222 [1924] {Ahh,g 6 ), 
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In den Versuchen der Tab. 7, die sich auf die enzymatische Angreifbarkeit 
der Peptidbindung in Dipeptid- und Tripeptidestern beziehen, wurde mit Rück- 
sicht' auf die Möglichkeit einer primären Verseifung der Estergruppe die Hydrolyse 
sowohl durch Bestimmung des Carboxylzuwachses als auch durch Ermittlung 
der Aminogruppen nach van Süykb verfolgt. Die Hydrolyse entfällt, wenigstens 
zu Beginn der Reaktion, fast ausschließlich auf die Auflösung von Peptidbindungen. 
Die nach der Methode von van Slykb ermittelten Werte liegen zum Teil sogar 
deutlich höher als die Carboxylzahlen. Dies beruht auf einer Eigentümlichkeit der 
Peptide mit endständigem Glycylrest, die bei der van Slyke-Bestimmung durch- 
wegs etwas zu hohe Werte liefern (vgl. dazu E. Abderhabden und D. D. van 
SEYKE34). 


Tabelle 7. 

Einwirkung von Enzympräparateii aus Hefe auf Peptidester. 
(Versuchsbedingungen wie Tab. 6; ni/ 15 -Phosphat. Die Ergebnisse der van Slyke-Bestinnnungen 
sind auf ccm u/20-I,ösung umgerechnet. Der Auflösung einer Peptidbindung. pro Mol entspricht 
ein Zuwachs von 2,00 ccm,) 



Enzyöß* 1 

VlL 1 

Zuwachs 1 

Keaktionszeit (Sldn.) 

Ester 

[ Präparat und i 
Menge 

Beginn j linde j 

I i . 1 r> 1 24 


a) Versuche mit Polypeptidase: 


Glycyl-glycin-ester j 

1,7 mgB 

6,4 

6,2 

COOH 

NHz 

0, 16 

0,28 

0,22 

0.70 

0,58 

1,64 

1,28* 

Glycyl-d. l-alanin-ester . ... 

1.7 mg A 

6,4 

6.2 

COOH 

NH, 



1,82 

1,06 


Glycyl-d, l-leucin-ester .... 

17 mg A 

6.4 1 

6,2 

COOH 

NH, 

— 



2,44 

1,12! 

— 

d, l-Iycucyl-glycin-ester . . . . 

1,7 ing A 

6,4 

— 

COOH 

NH, 

1,70 

1,80 

1.9; 

1,76 


— 

Diglycyl-glycin-ester .... 

i 1,2 mg A 

6.2 

5^5 

COOH 

NH, 

0,83 

t,o6 

1,48 

1,62 

2,84 

370 

3 > 5 t> 

d . 1-Eeucyl-glycyl-glycin-ester . 

1,2 mg A 

6,4 

6,1 

COOH 

NH, 

1,97 

2,16 

2 , 3 « 

3.5« 

4.85 

4,10 


b) Versuche mit Protease (polypeptidasefrei) 


Glycyl-glycin-ester . 
Ecucyl'glycin-ester . 
Glycyl-d, l-alanin-ester 
Diglycyl-glyciu-ester 
d, 1-ieucyl-glycyl-glycin-ester 


1,8 mgC 
1,2 mgC 
1,8 mg C 
1,2 mg C 
1,2 mg C 


6,4 

6,4 

COOH 

6,4 

6,4 

COOH 

6,4 

1 6,4 

COOH 

6,2 1 

! 6,2 

COOH 

6,4 

i 6,4 

COOH 


0,01 

0,00 

0,00 

0,06 


0,01 


0,02 


0,01 

0,03 

0,05 


e) Versuch mit Dipeptidase; 

d,l-Eeucyl-glycyl-glycin-ester. ! 0,2 Einli. | 7,0 | 7 0 | COOH | 0,01 


[669-] Auch die Spaltung der Tripeptidester erfolgt, entsprechend den bei der Hy- 
drolyse der Tripeptide selbst festgesteUten Verhältnissen, stets in der Weise, daß zu- 
nächst die am Aminoende stehende Aminosäure abgespalten wird. Dies ergibt sich 
mit Sicherheit daraus, daß die Hydrolyse zur Auflösung der beiden Peptidbindungen 


34 Ztschr. physiol Chem. 74> 5^5 
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führt. Denn etwa gebildetes freies Dipeptid würde von dem angewandten dipepti- 
dasefreien Material nicht weiter zerlegt werden. 

Zu den Versuchen der Tab. 7 dienten die lyösungen der krystallisierten Ester-Chlorhydrate, 
die durch Zusatz von NaOH auf das gewünschte Pyl eingestellt waren. Nur ini Falle des Eeucyl- 
glycin-esters waren wir gezwungen, das Ester-Chlorhydrat, das durch, wiederholtes Abdampfen 
iin Vakuum vom Überschuß an Alkohol und HCl nach MögUchkeit befreit worden war, in sirupöser 
Form zu verwenden. 

4. Versuche mit Aminosäure- und Peptid -amiden. 

Die geprüften einfachen und substituierten Aminosäure- und Peptidamide er- 
weisen sich ausnahmslos als Substrate der Poly^jeptidase. Von polypeptidasefreien 
Präparaten der Dipeptidase^^ und der Protease wird keines von ihnen gespalten. Die 
beim d,l-Eeucin-amid gefundene Endspaltung weist auf asymmetrischen Verlauf der 
Hydrolyse hin. Die Spaltung des Glycyl-leucin-amids durch Hefe-Polypeptidase führt 
gemäß dem gefundenen Aciditätszuwachs, ähnlich wie im Falle der Ester, zur Hydro- 
lyse der Peptidbindung und der Amidbindung. 

Tabelle 8. 

Einwirkung von Enzympräparaten aus Hefe auf Aminosäure- und Peptidainide. 
(Die Titrationsprobe von 2 ccm enthält o,io Millimol optisch einheitliches bzw. 0,20 MilUmol 
racemisches Peptid. pH = 7,0, m/30- Phosphatpuffer. Der Abspaltung einer Carboxylgruppe 
entspricht ein Aciditätszuwachs von 2,00 ccm n/20-KOlI.) 


i 

Amid ! 

j 

Knzym- 
präparat 
lind Menge 

Spaltung 

(ccm 

nach Stdn. 
/20-KOH} 

■3 

(i 

24 

a) Versuche 

mit Polypeptidase: 



Glycin-ämid, HCl 

1,2 mg A 

^,14 ' 

— 

0,22 

d, 1 -Leucin-amid, HBr .... 

1,2 mg A 

1,22 j 

E 59 1 

2,02 

Glycyl-d,l-leucin-aniid, HCl . . 

1,2 mg A 

E63 j 

2, IQ 

3^05 

Glycyl-dccarboxy-leuciii ... 

1 , 2 mg A 

0, 1 8 j 

— ; 



3,0 mg B 

Ü,I I i 

0,20 ; 

0,28 

Diglycyl-[p-amino-benzoesäure] 

0,6 mg A 

0,04 ; 

0,18 1 

0,30 

b) Versuche mit polyp 

eptidase 

freier Hefeprotcas 

e; 

Glycin-amid, HCl | 

1,2 mg C 

0,02 

0,02 ' 

0,02 

d, 1 -Eeucin-amid, HBr . . . . 

1,2 mg C 

— 0,02 — 

0,01 1 

0,00 

Glycyl-d,l-leucin-amid, HCl . | 

1,2 mg C 

0,04 i 

— i 

0,08 

Glycyl-decarboxy-leucin ... 1 

1,2 mgC 

0,00 ' 

0,00 ‘ 

0,02 

c) Di 

ipeptidas 

e: 



Glycyl-leucin-amid, HCl ... 

0,2 Einh. 1 

0,00 1 

0,00 

— 


[670] 5. Verhalten der Hefe-Dipeptidase gegenüber acylierten 

Peptiden. 

(Nach Versuchen mit E. Waedschmidt-Ehitz und W. Keein.) 

Trotz der Anwendung großer Enzymmengen und langer Spaltungszeiten ergab 
sich bei keinem der neu geprüften Substrate ein sicher außerhalb der Fehlergrenze 

^5 Vgl. E. WaedschmidX-EeiTz, W. Grassmann und A. Schaffner, a. a. 0. 
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gelegener Aciditätszuwachs. Dagegen ist die früher mitgeteilte ^ ’ Beobachtung zu 
bestätigen, wonach Acetyl-[phenyhalanylj-alanin von Hefe-Dipeptidase-Praparaten, 
weniigleich sehr langsam, hydrolysiert wird. 


Tabelle 9. 

Einwirkung der Hefe-Dipeptidase auf acylierte Peptide. 

(Die Titrationsprobe von 10 ccm enthält i Dip.-Einh.; pu 7.S; iS Stunden bei 30 ^ litration 

mit n/20-KOH.) 


Suf)strat 

aiigcw. g 

ccm n/jo-KOII j 

lg 

Benzoyl'glycyl-glycin 

0,128 

0,00 j 

0 

Glycybglycin-carix)nisäure ... 

0,1030 

0,10 j 

“ 

Carbäthoxyl-glyeyTd.l-leiicin . . . 

0,0901 

0,09 

3 

NaphthalinsulfonybglycyI-tyro.sm 

0,0839 

0,04 

8 

Acetyl'[pheüyl-alanyl]'alamii . . 

0, 1 290 

0,23 

() 

Benzoyl-diglycyl-glycin .... 

0,147 

0,00 

0 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst 
für die Förderung unserer Arbeit durch die zur Verfügung gestellten Mittel. 
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Noch unveröffentlicht. 


128. UBER DIE WIRKUNGEN VON PROTEASEN PFLANZLICHER 

MILCHSÄFTE. 

Von Otto Ambros und Anna Harteneck*. 

Zwölfte Abhandlung über Pflanzenproteasen in der von R. Wii,r,sTÄTTER 
und Mitarbeitern begonnenen Reihe. 

(Aus dem Amnioniaklaboratoriuin des Werkes Oppau der I. G. Farbenindustrie A. G,**) 
(Vorläufige Mitteilung. ) 

(Abgeschlossen am i- Juli 1928.) 

Inhaltsübersicht. 

Die Blausäureaktivierung, welche sich enzynichemisch in einer Wirkungs- 
steigerung und Spezifitätserweiterung äußert, ist ein Charakteristicum einer großen 
Reihe pflanzlicher Proteasen. Wegen der Bedeutung, den eine derartige Beein- 
flussung einer Enzym rcaktion für physiologische Vorgänge haben muß, wurden die 
Aktivienmgsversuche an verschiedenen frischen pflanzlichen Milchsäften durch- 
geführt und gefunden, daß die Pflanze selbst einen Milchsaft mit wechselnd aktivierter 
Protease bilden kann. Demnach muß im pflanzlichen Organismus die Entstehung 
eines Aktiva tors getrennt neben der inaktiven Protease vor sich gehen. An der Frneht 
der Carica Papaya konnte ein charakteristisch inaktiver, d. h. peptol>i:isch unwirk- 
samer Milchsaft isoliert werden, der durch einen proteolytisch unwirksamen, aber 
stark aktivierenden inneren Zellsaft zu der vollen Wirkung des mit Blausäure akti- 
vierten Papains gebracht werden konnte. Ein derartiger Aktivator ist auch in Milch- 
säften anderer Früchte wirksam und hat die Natur einer Kinase. Der Aktivierungs- 
vorgang steht mit den physiologischen Veränderungen in der Pflanze, wie z. B. der 
Reife der Früchte, in Beziehung, indem die Kinase regulierend in den Stoffwechsel 
des pflanzlichen Organismus eingreift. * 

* Die vorliegende Untersuehung beabsichtigt Herr Dr. 0. Ambros auf der Versammlung 
Deutscher Naturforscher und Ärzte in Hamburg, September igzS, in der Abteilung Chemie vor- 
ziiiragen. 

Den Herren Direktoren Dr. W. Gaus und Dr. A. Miitasch des Werkes Oppau der I. G. 
Farbenindustrie A, G. und seines Ammoniaklahoratoriums sei aufrichtig gedankt für die Erlaubnis, 
diese Untersuchung zu veröffentlichen und sie in der vorliegenden Sammlung erscheinen zu lassen. 
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Über die Wirkungen der Proteasen pflanzlicher Milchsäfte. 

In Untersuchungen über die >Spezifität proteolytischer Fermente wurde gezeigt’, 
wie weitgehend Zusätze durch ihre aktivierende oder hcniniende Wirkung die Reak- 
tionskinetik eines einheitlichen Enzyms beeinflussen können. Eine besondere Beach- 
tung fanden die ErkenntniSvSe über die Aktivierung des Trypsins durch die Entero- 
kinase^ und des Papains durch die Blausäureh 

Der Wirkungsbereich des Trypsins, des peptoEdischen Grundferinentcs, wird 
durch die Verbindung mit der Enterokinase auch auf iiöherc Eiweißkörper ausgedehnt. 
Das Papain, das ohne Aktivator nur höhere Eiweißkörper spaltet, kann nach der 
Blausäureaktivierung auch peptolytisch wirken. So ist iin Falle des Trypsins die 
Enterokinase ein biologischer Regulator für die Feriiicntreaktionen der Verdauung. 
Beim Papain kennt man bisher keine analoge organi.sche Kinase; dagegen ist bekannt, 
daß einfache chemische Verbindungen, wie HCN, HzvS, ebenso wie Kinasen wirken 
können, indem sie neben der Aktivierung. auch den Wirkungsbereich der Protease 
erweitern. 

Vom physiologischen Standpunkt aus ist die Rolle der Blausäure, da .sie eines 
der stärksten Zellgifte ist und andere Perniente, wie z. B. Katalase, bereits in vSpuren 
vergiftet'’, schwer verständlich. Andererseits schien es wahrscheinlich, daß auch der 
pflanzlichen Zelle die Möglichkeit gegeben ist, ihre Fermentvorgiiiige zu steuern, 
also ähnlich ^vie im tierischen Organismus in den Stoffwechsel regulierend eiiizugreifeii. 
Zur Erforschung solcher ph^^siologischer Vorgänge in der pflanzlichen Zelle war es 
notwendig, die Untersuchung der enzymatischen Reaktionen der Eiweißhydrolyse 
durch die Fermente der frischen Pflanze durchzuführen, um aus der Kinetik derselbtai 
auf die Einflüsse von Aktivatoren schließen zu können. 

In Anlehnung an die Methodik früherer UntersuchimgeiD wurden die proteoly- 
tischen Wirkungen des frischen Milchsaftes der Carica Papaya geprüft und diese 
Arbeiten auch auf andere milchsaftführende Pflanzen, wie verschiedene Ficus- Arten, 
und die Bromelia sativa erweitert. Die Untersuchungen über die enzyincliemischen 
Wirkungen dieser ^Milchsäfte zeigten, wie verschieden ihre Proteasen auf den Akti- 
vator HCN reagieren und wie der Milchsaft der Carica Papa^m aus verschieden ent- 
wickelten Früchten und zu verschiedenen Zeiten einen verschiedenen Wirkungsgrad 
gegenüber bestimmten Substraten zeigt. Daraus entwickelte sich eine Vorstellung von 
der Anwesenheit eines Aktivators in der Pflanze selbst, welcher je nach dem Grad 
der Entwicklung, der Wachstumsperiode und anderen pflanzenphy.siologischen 
Momenten gleich einer Kinase regulierend in den Eiweißstoffwechsel eingreift. 

In der Frucht der Carica Papaya konnte dieser Aktivator gefunden und von dem 
Enzym getrennt als Kinase charakterisiert werden. Auf seine Anwesenheit ist der 
wechselnde Aktivierungszustand der Proteasen zurückzuführen, und es wird eine 
größere Aufgabe sein, die Rolle und die Verteilung der Kinasen im Pflanzenreich zu 
studieren. 
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I. Die Reaktionen der Protease aus dem frischen Milchsaft der Carica Papaya. 

Die Chemie der Enzyme charakterisiert die verschiedenen Fermenttypen auf 
Grund ihrer spezifischen Reaktionswirkungen gegenüber verschiedenen Substraten. 
In diesem Sinne liegt auch die Einteilung der Proteasen nach ihrem Wirkungsver- 
mögen gegenüber den bekannten Gruppen von Proteinkörpern. Wenn aber, wie bei 
der vorliegenden Fragestellung, auch den Begleitstoffen eines Enzyms besondere 
Aufgaben zufallen, so erweitert sich eine derartige Untersuchung dahin, daß auch die 
neue Verbindung: Enzym -Kinase in ihrer Reaktionskinetik mitersucht wird. 

So wurde in der vorliegenden Untersuchung auch die Wirkung des frischen 
Milchsaftes aus den Früchten der Carica Papaya gegenüber Gelatine, Pepton und, 
wegen ihres pflanzenphysiologischen Interesses, den eigentlichen pflanzlichen Ei- 
weißkörperu verfolgt. Bereits in früheren Arbeiten wurden die Proteasen des frischen 
Milchsaftes untersucht. E. B. Mendel und A. P\ Blood verwendeten den Saft grüner 
Papayafrüchte, welche aus Jamaica stammten 5. Durch Anritzen erhielten sie kleine 
Uatextropfen, welche aber sofort auf der Fruchtschale gerannen. Die enzymchemische 
Prüfung gegenüber Pepton und Eiereiweiß gab auch mit diesem ungetrockneten 
Papayasaft den Effekt der Blausäureaktivierung: ,,The fresh latex of papaw shows 
the same pecularities as the dried material.“ 

Die Versuchstechnik der vorliegenden Arbeit unterschied sich von der Methodik 
früherer Forscher dadurch, daß hier der frische Milchsaft durch Anritzen der noch 
am Baum hängenden grünen Früchte gewonnen und sofort in den Reaktionsansatz 
hineingespült wird. Die Reaktion der Eiweißhydrolyse wird so durchgeführt, daß 
der Milchsaft möglichst noch in unverändertem Zustand, wie er in der lebenden Zelle 
vorkommt, zur Prüfung gelangt. 


Gelatinespaltung. 

Von früheren Versuchen über die proteolytische Wirkung des Papains ist bekannt, 
daß die Gelatinsepaltung durch HCN-Zusatz nahezu verdreifacht wird^ Bei Anwen- 
dung des frischen Milchsaftes, gleichviel mit welcher Gelatinesorte, ist der Unter- 
schied der Wirkung zwischen Frischpapain mit und ohne HCN-Zusatz viel geringer, 
in manchen Fällen sogar verschwunden, wie die folgende Tabelle zeigt. 


Tabelle i. 

Gelatinehydrolyse, gemessen durch den Aciditätszuwachs nach WirrsTÄTTER und 
WALDSCHMIDT-LEITZ 7. 


Spaltung entspr. .\ciditätszuwachs ccm n/5-KOH : 

ohne HCX 

mit HCN 

I. durch Handelspapain ■ 

0,45 

1-32 

2. durch frischen Milchsaft I . . ‘ 

1,86 : 

2,70 

II . . 

1,66 

2,07 

III . . 

f 1.46 

1,89 


l L 52 : 

1,92 

IV . . 

1.21 

1,28 

V . . 

1.52 

145 
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Auf pflanzliche Proteine hat das inaktive Papain überhaupt keine Wirkung; 
nur bei Zusatz von Blausäure können sie gespalten werden. Die Prüfung mit frischem 
, Milchsaft zeigte bei Edestin die gleichen Spaltungswerte, ob HCN zugesetzt ist oder 
nicht, d. h. der Saft ist bereits in aktiviertem Zustand vorhanden. 

Edestin: ohne HCN 0,62 ccm V5KOH, mit HCN 0,65 ccm V5-KOH. 

Noch schärfer drückt sich die Eigenart eines wechselnden Aktivierungsgrades 
des Enzyms in dem frischen Milchsaft bei der Pepton- und Protaminspaltung 
aus, welche die Spezifitätsgrenze für das Handelspapain charakterisieren. 

Nach den Untersuchungen von Wilüstätter und Ck assmann ^ kann das Handels- 
papain nur als Cyanhydriii die Bindungen in den Pepton- und Protamimnolekülen 9 
lösen, dagegen hat das Enzym des frischen Milchsaftes bisweilen dieselben Wirkungen 
wie das Papaincyanhydrin. 

Tabelle 2. 

Hydrolyse von Pepton und Protamin. 

Spaltung entspr. Aciditätszuwachs ccm n/ 5 -KOH ohne HCX ■ mit HCN 


a) Pepton (T. 0 . Oppau). 


1. durch Handelspapaiii 

0 ,(X 1 

0,90 

2. durch frischen Milchsaft I . . 

0, 1 0 

1,13 

II . . 


1 ,00 

III . . 

0,70 

I ..35 

IV . . 

V 30 

1,80 

. . 

0,75 

l ,CX) 

\T . . 

0,80 

0,80 

h) Protamin. 



I. durch Handelspapaiii 

0,00 

0,94 

2. durch frischen Milchsaft .... 

0,10 

T 95 


II. Die Reaktionen der Protease aus dem frischen Milchsaft von Ficus-Arten. 

Bei einer anderen milchsaftführenden Frucht, der Ficus Carica, der gewöhn- 
lichen F'eige, wurde der Milchsaft in der Weise isoliert, daß die grünen Früchte etwas 
unterhalb des Stiels durchschnitten wurden, wobei Milchsaft hervorbricht, der starke 
proteolytische Wirkung zeigt. 

Die enzymanalytische Untersuchung und besonders die Prüfung der Blausäure- 
aktivierung ergab gegenüber den Substraten Gelatine und Pepton folgendes Bild: 


Tabelle 3. 



Gdatiiicspaltuiig 
ohne HCX 1 mit HCN 
ccm n/s-KOH 

Peptonspalluiig 

ohne HCN mit HCN 

ccm n 5 -KOH 

Feigen-Milclisaft I . . 

2,24 

2,40 

1,70 

' 240 

II . . 

2,04 

2,20 

0,68 

i V30 

Hl . . 

1,66 

2:5.1 

0,60 

1 V 32 


Demnach wird die Aktivität der Protease des Feigensaftes durch die Blausäurezugabe 
wohl etwas gesteigert, besonders in ihrer peptonspaltenden Wirkung, jedoch gaben 
die bisherigen Analysenzahlen keine Unterlagen für eine typische Spezifitätserweite- 
rung, wie sie im ersten Beispiel beim Papain nachweisbar war. 
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Von sogenannten richtigen Latexpflanzen haben wir verschiedene Ficus- 
Arten untersucht und gefunden, daß alle Milchsäfte starke proteolytische Wirkung 
haben. Um in der vorliegenden Untersuchung auch ein vergleichbares Versuchs- 
material zu haben, war es wichtig, stets einen Milclisaft aus der Frucht zu isolieren. 

Bei der Ficus r ostrat a wurde aus den grünen kugeligen Früchten durch An- 
ritzen der Fruchtschale ein Milchsaft gesammelt und wie üblich geprüft. 

Gelatiiiespaltuiig in ccni "/5-KOH 
olme HCN mit HCN 

i,8ü bzw. 1,20 2,30 bzw. 2,20. 

Die peptonspaltende Wirkung war erst durch den Blausäurezusatz eingetreten, 
d. h. der Latex allein ist wie in einigen Fällen des Papayamilchsaftes gegenüber 
Peptonen nahezu inaktiv. 

Peptonspaltung in ccm 
ohne HCN mit HCN 

0,20 bzw. 0,00 0,95 bzw. 0,60. 

Bei dem Vergleich der Wirkungswerte der Protease verschiedener Milchsäfte 
und Papayafrüchte fällt der starke Wechsel des Aktivicrungszustandes auf. Auch 
die Proteasen der untersuchten Ficus-Arten zeigten denselben Effekt. 

III. Die Reaktionen der Protease aus der Bromelia sativa. 

Außer den Milchsaftfermenten wurde auch das bekannte Bromelin aus ver- 
schiedenen Ananasfrüchten in ähnlicher Weise auf seine Akti\nerbarkeit ^durch Blau- 
säure und seinen Wirkungsbereich gegenüber Gelatine und Pepton geprüft. 

Tn einer Untersuchung von WiLESTÄTTER, Crassmaxx und Ambros^ ° hatte sich 
ergeben, daß das Bromelin in seinem Verhalten qualitativ mit dem Papain überein- 
stimmt, daß aber die Aktivierungseffekte quantitativ geringer sind, und es wurde des- 
halb vermutet, daß ein aktivierend wirkender Beglcitstoff in wechselnder, 
im allgemeinen unzureichender Menge beigemischt ist. Und da die Aktivierungs- 
effektc bei verschiedenen Präparaten der Anaiiasproteasc differieren, so nahmen die 
Verfasser an, daß „die Protease im natürlichen Zustand in wechselndem 
Maße partiell aktiviert ist'b 

Es wird im folgenden diese Annahme auch belegt durch Versuche über die Blau- 
säureaktivierung, die mit der Protease aus verschieden reifen Ananasfrüchten gegen- 
über Gelatine und Pepton durchgeführt wurden. Die Früchte wurden geschält und 
der Preßsaft des Fruchtfleisches direkt verwendet. Folgende Tabelle veranschau- 
licht den wechselnden Aktivierungsgrad verschiedener Früchte. 


Tabelle 4. 


Ananiissaft 

Gelatiuespaltiuig 
ohne IICX [ mit HCN 
ccm n/s-KOH 

Pepton Spaltung 
ohne HCX | mit HCN 
ccm n 's-KOH 

I (grüne Frucht) 

0,60 j 

^ IA 5 

0,00 

0,30 

II (grüne Frucht) 

0.85 

1,40 

0,00 

• 0-35 

III (halbreife Frucht) 

1,40 

2,55 

o >55 

1,10 

IV (reife Früchte) 

1.30 

1,85 

<^.35 

0,40 

V (goldgelb nachgereifte Frucht) . 

1.25 

i >30 

0,50 

1 0.52 
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Ks zeigt sich also, wie in verschiedenen P'rüchten ein verschiedener Aktivierungs- 
grad der Protease besteht, und es lag nahe, den Zusaninienhang zwischen der Eiit- 
.wicklung einer Frucht und den physiologischen Aufgaben des Enzyms zu suchen. 
Nach obigen Versuchen nimmt mit zunehmender Reife der Früchte der Wirkungs- 
bereich des Enzyms auch gegen das Pepton zu. Darnach muß die Pflanze einen 
Aktivator besitzen, den sie in verschieden großen Mengen erzeugen kann und somit 
ist ihr die Möglichkeit gegeben, regulierend in den Stoffwechsel ciiizugrcifen. hur 
die reizvolle Aufgabe der Erfassung dieses Aktivators wurden die l-rüchte der Carica 
Papaya und Bromelia sativa gewählt. 

IV. Die Aktivierung der Protease im Milchsaft der Carica Papaya. 

Bei Arbeiten mit der Papayafrucht liegt noch ein vcrsuchstechnischer Vorteil 
darin, daß ihr starkes Milchröhrensystem direkt unter der Epidermis liegt und daß 
d.urch vorsichtiges Anritzen ein verhältnismäßig reiner, enzymatisch lioehaktiver 
Milcksaft gewonnen wird, der frei von Zellbcstandteilen ist, die dem hhuchtfleiseh 
entstammen . 

Auf der Suche nach dem hypothetischen pflanzlichen Aktiv^ator wurde zunächst 
die Verteilung der Protease in der Pflanze enzyinanalytisch geprüft. Die frisch 
geernteten Früchte werden solange angeritzt, bis sie keinen Milchsaft mehr abgeben, 
daun fein geschält und in fließendem Wasser abgespiilt. Aus dem fast farblo.sen 
Fruchtfleisch wird ein dünner Zellsaft abgepreßt, der selbst nur geringe proteolytische 
Wirkungen äußert. In dem Hohlkörper der Melonenfrucht ist die Anlage der Samen, 
welche auch kleine proteolytische Wirkungen haben. 

Auch in der übrigen Pflanze, wie z. B. in den Blättern, Stengeln und unter (hr 
Stanimrindc ist der joroteolytisch wirkende Milchsaft verteilt, aber er ist daraus schwie- 
riger zu gewinnen als aus den Früchten. 

Die Untersuchung bekam dadurch eine entscheidende Wendung, als beobachtet 
wurde, daß peptolytisch inaktiver Milchsaft mit proteolytisch nahezu unwirksamem 
Zellsaft versetzt auch die Bindungen im Peptonmolekül spalten kann. Demnach 
ersetzt in der Pflanze dieser Zellsaft den bekannten Aktivator Blausäure. Im Sinne 
der Natur eines echten Aktivators liegt es, daß nicht allein der peptolytisch inaktive 
Milchsaft durch seinen zelleigenen Fruchtsaft aktiviert wird, sondern auch das gewöhn- 
liche Papain des Handels, das nur in seinerCyanhydrinbindimg peptolytisch wirken kann. 

Diese scharfe Trennung zwischen peptolytisch unwirksamer Protease im Milch- 
saft und dem proteolytisch unwirksamen, aber stark aktivierenden Zellsaft ist am 
ausgeprägtesten bei den fast reifen Früchten. Die ganz ausgereiften goldgelben 
Früchte produzieren überhaupt keinen Älilchsaft mehr; die unreifen haben dagegen 
einen Zellsaft, der viel Protease enthält, die aber noch aktivierbar ist. 

Da die Wirkung des Zellsaftes analog der Bl ausä u re ist, so muß auch die Methodik 
der Aktiviening übereinstimmen. Der reine Milchsaft wurde einheitlich ca. i Stunde 
mit dem Zellsaft aktiviert. 
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Die folgende Tabelle enthält eine große Reihe von Versuchen mit Früchten von 
verschiedenem Reifegrad. Es sind gegenübergestellt: 

1. der Wirkungswert des frischen Milchsaftes gegen Gelatine und Pepton, 
mit und ohne HCN, um seinen Aktivierungszustand zu charakterisieren; 

2. der Wirkungswert des Zellsaftes unter den gleichen Bedingungen und mit 
demselben Ziel; 

3. zur Messung der Aktivierungskraft des Zellsaftes der Wirkungsw.ert der 
Mischung: Milchsaft + Zellsaft gegenüber den obigen Substraten; 

In einzelnen Beispielen wurde auch der Zellsaft in seiner Aktivierungskraft 
gegenüber Handelspapain geprüft; 

4. der Wirkungswert von Preßsaft aus dem Samen. 


Tabelle 5. 


Carica Papaj’a-Protease aus 

Spaltur 

Gelatine 

ohne HCX , mit HCX 
ccm 11 5 ‘K OH 

lg von 

Pepton 

ohne HCN , mit HCN 
ccm n/g-KOH 

I Preßsaft aus einer völlig ausgereiften Frucht (I) . 

3.50 

3.30 

2,00 j 

1.65 

2. Fast reife P^rucht: 




0,60 

a) Milchsaft 

0.95 

2,25 

0,10 

b) Zellsaft 

0,20 

0,15 

u,od ' 

0,00 

c) a + b 

1,85 

2,15 

0,85 j 

0,95 

d) Samenpreßsaft 

0,25 

0,40 

0,20 j 

0,20 

e) a + d 

2,00 

T >97 

0,75 ; 

0,80 

3. Grüne voll entwickelte Frucht: 


i 


0,60 

a) Milchsaft 

1.10 

1 1,20 

0,30 

b) Zellsaft 

0,60 

I 0.50 

0,15 

0,20 


1,50 

1,40 

o>S 3 

' 0.57 

d) Papain (Merck) 

1,05 

i 1.65 

0,00 

1 0.70 

c) b + d 

^25 

i 1,22 

0,54 

j 0.52 

4. Kleine unreife Frucht: 

a) Milchsaft 

T 45 

i 3'00 

0,20 

! 0,90 

b) Zellsaft 

0,55 

1,00 

. 0,00 

0.45 

c) a + h 

i >54 

1 3^30 

0,10 

0,85 

d) Samenpreßsaft 

0,83 

0,82 

0.70 

0.74 


Die Tab. 5 zeigt, daß der Zellsaft mit zunehmender Fruchtreife an Protease 
verarmt, dagegen seine aktivierende Wirkung zuninimt. Dazwischen liegen die ent- 
sprechenden Übergangsstadien. Im Preßsaft des Samens liegt die Protease stets im 
voll aktivierten Zustand vor. Der Milchsaft selbst schwankt in seinem Aktivitäts- 
zustand von nahezu inaktivem Verhalten, wie in Beispiel 2, bis zur vollen Aktivität, 
wie in Tab. i und 2 gezeigt wurde. Diese Schwankungen sind sicher durch die natür- 
liche Anwesenheit wechselnder Mengen des Aktivators aus dem Zellsaft bedingt. Bei 
der unreifen Frucht (Beispiel 4) fehlt mit dem aktivierenden Zellsaft auch die Aktivi- 
tät des reinen Milchsaftes, während bei Beispiel 3 mit dem aktivierenden Zellsaft auch 
der Milchsaft selbst eine bedeutende Aktiidtät zeigt. 
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V. Über den Aktivator des Zellsaftes. 

^ Der Vergleich dieses pflanzlichen Aktivators mit der Enterokinase lehrt auch 
.die Untersuchung der enzymähnlicheii Natur dieses neuen pflanzlichen Aktivators, 
den wir in folgendem ,,Ph3’tokinase‘' nennen. 

In dem nächsten Versnch zeigt sich die Temperaturlabilität der Kinase beim 
Kochen verliert sie ihre aktivierende Wirkung. 


Tabelle 6. 



Gegen OcUitine 
ohne IlCN | mit IICN 
ccm n .-s-K-OH 

Gegen eepton 

ohne HCN mit HCN 

cem n/5-KOK 

Papain (Merck) .... 

1 ,60 1 2,16 

0,00 

0,70 

— Zellsaft 

2.05 1 1.95 

0, 30 

0,60 

-r Zellsaft, gekoelU . . . 

1,05 2,26 

0,00 

j 0,60 


Andere typische Eigenschaften eines . organischen Aktivators, wie z. B. seine 
spezifische Adsorptionsfähigkeit an selektiv wirkende Adsorbentien, werden noch 
geprüft. 

Gemeinsam mit der Blausäure hat die Phytokinase auch den Effekt der zeit- 
lichen Aktivierung Sowohl die Gelatine- wie die Peptonspaltuiig erreichen 
ihren höchsten Aktivierungswert nach ca. i Stunde, wie die folgende Prüfung an 
inaktivem Papain (Merck) ergab: 


Tabelle 7. 


Aktivierungstlauer in Minuten : 

0 

1 

Oo 

120 

Spaltungswert gegen Gelatine 1 

1 

1.05 

1.25 I 

1,40 i 

1,24 

,, M Pepton 

in ccm n/5-KOH 

0,16 

0,27 

0,40 

0,32 


Die Abhängigkeit von der Akti vatormeiige zeigt die folgende Reihe, 
in der steigende Gaben der Kinase zu einer Uösung von Handelspapain zugesetzt 
werden und die Wirkung der Aktivierung auf den Spaltungswcrt durch das Papain- 
cyanhydrin bezogen wird. 

Tabelle 8. 




Spaltung (ccm n 5 *K 0 H) 


Zellsaft cera 

Gelatine 

Pepton 


ohne HCN 

i mit HCN 

ohne HCN ' 

mit HCN 

0 

0,65 

1 2,03 

0,00 

0,98 

2 

0A5 

2,20 

0,45 

0,95 

5 

0,59 

I 1.85 

0,50 

077 

10 

1.72 

] i.8<S ' 

0,50 

0,70 

20 

2,45 

i 2,17 

— 

— 

10 ccm Kinase spalten ohne Papaiii 

0,30 

1 0,70 

0,20 

0,45 


Auch in der Abhängigkeit der proteolytischen Wirkung von der Wasset- 
stoffionenkonzentration zeigt die mit Zellsaft aktivierte Protease der Canca 
Papaya dieselben Optima (Gelatine 5.0 ‘h Pepton 5,0) wie das gewöhnliche 
Papain und das Papaincyanhydrin. 
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O. Ambros und A. Harteneck: 


Die Untersuchung von nahezu reifen Früchten zweier Ficus- Arten: Ficus 
rostrata und Ficus bengalensis ergab, daß der Preßsaft aus der ganzen Frucht 
sich durch seinen iiöheren Aktivierungszustand von dem reinen Milchsaft unterschied,, 
also muß auch hier im Zellsaft der Früchte ein besonderer Aktivator gebildet sein. 

VI. Die Aktivierung der Protease in der Bromelia sativa. 

Wie bei der Melonenfrucht der Carica Papaya gelang es auch bei der Ananas in 
verschiedenen Teilen der gleichen Frucht die Protease in verschiedenen Aktivierungs- 
zuständen zu isolieren, und zwar hängt dieser Aktivierungsgrad eng mit der Reife der 
Frucht zusammen. Wegen ihres besonderen anatomischen Baues ist es bei der Ananas, 
welche aus mehreren Teilfrüchten zusammengesetzt ist, experimentell schwieriger, 
den Saft der Außenschicht von dem Zellsaft des Fruchtfleisches zu trennen. Die 
Säfte des (lewebes der Außenschale und des Fruchtfleisches enthalten die Protease 
in wechselndem Aktivierungszustand, wie folgende Tabelle zeigt. 


Tabelle 9. 


Ananasfruclit 

Gelatine 

Ohne HCN ' niil HCX 

ccm 11,^5 -K OH 

Pepton 

ohne HCN mit HCN 

ccm n,'5-K0H 

I. Grün: 



1 


a) 8chalensaft . , 

1,10 

1,20 

0,90 

1,00 

b) Fruchtsaft . . . 


EU 

0,75 

1,65 

II. Halbreif: 





a) Schaleiisaft . . 

0,75 

0,85 

0,25 

0,75 

b) Fruchtsaft . . . 

0,90 

1,00 

0,30 

0,75 

III. Reif: 





a) Schalensaft . . 

1,00 

E90 

0,52 

E30 

b) Fruchtsaft . . . 

E30 

EU ^ 

0.52 

0,50 

IV, Ganz reif: 





a) Schalensaft . . 

0,20 

E30 

o.iS 1 

0,60 

b) Fruchtsaft . . . 

1,40 

..65 

0,35 1 

0,40 


Bei der grünen Frucht zeigt also der Saft aus dem Schalengewebe volle Akti- 
vierung und der Fruchtsaft ist inaktiv, dagegen dreht sich das Verhältnis bei der 
reifen gelben Ananasfrucht um. 

Mit dieser Auffindung und Charakterisierung der Phytokinase in den beiden 
Früchten scheint auch eine andere offene Frage ihrer Uösung näher gebracht zu werden. 
In der Untersuchung über Blausäureaktivierung und -hemmung pflanzlicher Proteasen 
von WiLESTÄTTER, Grassmaxn uiid Ambros wird die Annahme ausgesprochen, daß 
Papain und Bromelin identisch seien und die Verschiedenheiten ihrer Spezifität nur 
durch die Vergesellschaftung mit einem natürlichen Aktivator bedingt sei. Die obigen 
Ergebnisse stützen diese Annahme und lassen vermuten, daß alle pflanzhchen Pro- 
teasen, die heute durch die Erscheinung der HCN-Akti vierbar keit als besondere 
Gruppe zusammengefaßt werden, sich auf ein Enzym zurückführen lassen, dessen 
charakteristische Spezifität nur durch die wechselnde Anwesenheit der Kinase 
bedingt ist. 
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Die Fortsetzung der vorliegenden Untersuchung liegt dariiij die Phytokiiiase 
auch in anderen Pflanzen zu suchen und auch jene Fälle in die Untersuchung einzu- 
beziehen, für welche die bekannten anorganischen Aktivatoreii, wie z. B. HCN bei 
der Kürbisprotease, einen Henimungskorper bedeuteiüb 

hiteratu r. 

‘ R. Wir.ivSTÄTTKR, Chem. Bcr. 59, S, i [1926]. 

^ E. Wai,dsciimipt-LEitz, H. 132, S. iSi [1923/24I; 142, S. 217 [1024/25]. 

? R. WiEbSTÄTTER und W. GR.V.SSMAXX, II. 138, vS. 184 I1924I. 

^ G. Sender, Zs. f. physikal. Chcin. 44, S. 257 [1903]; 51, S. 073 fioosl- 
5 ü. B. Mkndke und A. P. Beood, Jl. of biol. Chemistry 8 , S, 205 [ipesJ- 
ö K. WiEEsEÄXTER und W. Grassmaxn, H. 138, 190 [1924 J. 

' R. WieESTÄTTER und E. Waedschmidt-Ekitz, Chem. Bcr. 54. 8. 2988 11921]. 
s R. WrEESTÄTTER und W. GR.\SSMAXX, II. 138, vS. 204 [i<>24]. 

^ K. Waedschmidt-Eeitz und Th. Koeemanx, lE 166, S. 262 [1927]. 

R, WIEESTÄETER, W. CraSsm.\xx und O. Ambkos, IE 151, S. 294 [1926]. 

" X. P. SciiEPOWAENlKOFF, Tiiaiig.-Diss. Petersburg 1899. 
l.c . 3, und zwar S. 192. 

1. c. 3, und zwar S. igS, 

1 . c. IO, und zwar S. 28S. 

1 , c. IO, und zwar S. 304. 



Bisher unveröffentlicht ; die Veröffentlichung in der Zeitschrift für physiologische Chemie 
ist beabsichtigt. 


129. ÜBER DIE PROTEINASE^ UND DIE POLYPEPTIDASE DER HEFE. 

Von Wolfgang Grassmann und Hanns Dyckerhoff. 

Dreizehnte^ Abhandlung über Pflanzenproteasen in der von 

R. WiLLSTÄXXER und Mitarbeixkrn begonnenen Untersuchungsreihe. 

(Aus dem Chemischen haboratoriuin der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München- ) 
Mil 5 u\bbildungen im Text, 

(Abgeschlossen am 17. August 1928.) 

Theoretischer Teil. 

Die proteolytische Wirksamkeit des nach dem Verfahren von E. Büchner und 
M, Hahn 3 gewonnenen Hefepreßsaftes haben als erste M. Hahn und h. GERET'^ 
beobachtet und in grundlegenden Arbeiten untersucht. Nach der Auffassung dieser 
Autoren stellt das proteolytische Enzym der Hefe, die ,,Hefeendotryptase‘', ,, einen 
neuen Typus der Verdauungsenzyme insofern dar, als cs bezüglich der nötigen Reak- 

' Bemerkung zur Nomenklatur proteolytischer Enzyme, In imserer vorausgeheu- 
den {Nnsp Abhandlung ( 13 er, Chem. Ges. Bd. 61. S. 656 [1928]) haben wir das auf die Spaltung 
intakter Eiweißkörper eingestellte Ferment als „Hefe-Protease“ bezeichnet. Da aber das Wort 
„Proteasen“ schon als Gruppenbezeichnung für die Gesamtheit der am Eiweißabhau beteiligten 
Enzyme ehigefahrt und in Gebrauch ist, schlagen wir vor, diejenigen Enzyme, welche natürliche 
und vollständige Biweißkörper anzugrdfen vermögen, also die von C. OpptENHElMER in seinem 
Fermeiithandbuch (5. Aufl. 1925) als „Proteasen im engeren Sinne“, „primäre Proteasen“, 
,, eigentliche Proteasen“ u. dgl. benannten Fermente, in Übereinstimmung mit den Grundsätzen 
der Fermentnomenklatur als ,, Proteinasen“ zu bezeichnen. Obwohl sehr wahrscheinlich alle 
am Eiweißabbau beteiligten Enzyme lediglich die Hydrolyse von -CO-NH-Bindungeu bewirken, 
dürfte doch die Benennimg ,,Peptidasen“ zunächst auf diejenigen proteol5d;isclieii Fermente 
zu beschränken sein, von denen Wirkungen auf strukturchemisch bekannte Peptidsubstrate 
beschrieben sind. Ivlit der fortschreitend eti Erkenntnis von der Spezifität eiweißspaltender Enzyme 
wird es künftig möglich sein, auch den ,, Proteinasen“ ihren Platz innerhalb einer Systematik 
spezifisch eingestellter Peptidasen zuzuweisen. 

® Die 12, Abhandlung dieser Reihe ist die ini folgenden zitierte Untersuchung von 
0. Ambkos und A. Harxeneck, ,,Uber die Wirkung von Proteasen pflanzlicher Milchsäfte“, die 
in der Sammlung ..Untersuchungen über Enzyme“ von R. WielsxäXTER und Mitarbeitern als 
Nr. 128 erscheinen wird, 

3 Chem. Ber. Ed. 30, S. x:/ [1897]. E. Büchner, H. Büchner und M, Hahn, „Die Zymase- 
gärung“, München 1903. 

^ Chem. Ber. Bd, 31, S. 200 und 202 [1898]; Zs. Biol. Bd. 60, S, 117 [1900],* ferner in E. und 
H. Büchner und M. Hahn, ,,Die Zymasegärung“, München 1093, S. 287. 
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tion den peptischen, in bezug auf die Verdauungsprodukte den tryptischcn Enzymen 
entspricht, in seinem Verhalten gegen die Peptone aber mit keinem der bekannten 
Enzyme übereinstimmt". Als erster hat S. H. ViXEsy gestützt auf seine umfangreiclien 
Beobachtungen aus dem Gebiete eiweißspaltender Pflanzenenzyme, die Meinung ver- 
fochten, daß die proteol}i:ischc Wirkung der Hefe und vieler anderer pflanzlicher 
Proteasematerialicn auf ein System aus zwei Komponenten zurückzuführen sei, von 
denen die eine (,,Peptase") Eiweiß körper unter Pepton bi 1 düng anflösen, die andere 
(,,Ereptase ) die gebildeten Peptone bis zur Stufe der Aminosäuren hydrolysieren 
sollte. Die Untersuchungen von \ ixks sind noch ohne Einhaltung einer definierten 
Wasserstof fionenkonzentration und mit rein qualitativen ]\Iethoden zur Beiirteilnng 
der Enzymwirkung durchgeführt worden. Die von ihm angegebenen Verfahren zur 
Zerlegung der angenommenen (^mische haben der Nachprüfung mit besseren analy- 
tischen Methoden nicht standgehalten (Wilestätter, (iRAs.SMAXX und 0. Ambros^, 
vgl. dazu auch K. G. Derxby^), obwohl der \hnesschen Lehre von der Zusammen- 
setzung pflanzlicher Proteasen in vielen Pallen beachtenswerte, sorgfältige Beobach- 
tungen zugrunde gelegen haben. 

Mit moderner Methodik hat es K. G. Dernby (a. a. 0 .) unternommen, die Wirk- 
samkeit von Hefeauszügen gegenüber verschiedenartigen Eiweißkörpern und Eiweiß- 
abbauprodtikten in ihrer Abhängigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration zu 
piüfen und die Eigentümlichkeiten des proteolytischen Fermentsystenis der Hefe 
mit denjenigen der schon besser bekannten eiweißspaltenden Enzyme pflanzlicher 
Herkunft zu vergleichen. Nach Derxby sollen in der Hefe drei am Eiweißabbau 
beteiligte Einzelenzyme vorliegeii; das ,, Hefepepsin", das bei deutlich saurer Reak- 
tion genuine Eiweißkörper angreift und bis zur Peptonstnfe, aber nicht darüber hinaus 
abbaut; das ,, Hefetrypsin", das Gelatine, Casein und Pepton tiefgehend, wenn auch 
nicht vollständig bis zu den Aminosäuren aufspalten und am besten bei — 7,0 
wirken soll, und schließhch das ,, Hefeerepsin", dessen Spezifität und /^H'-^^^ängigkeit 
mit derjenigen des Darmerepsins übereinstimmend gefunden wird. Der Versuch, 
die angenommenen Hinzelenzyme auf präparativem Wege zu trennen, den Derxby 
nicht unternommen hat, wäre, wie unsere letzten Erfahrungen zeigen, auch ohne 
die Anwendung der Adsorptionsmethode nicht aussichtslos gewesen. 

Die Adsorptionsraethode ist zuerst von Wieestätter und Mitarbeitern® für die 
Trennung verschiedenartiger Enzyme, in der Folge zuerst von E. WaedschmidT-Leitz 
und A. H^vrtEnBCk 9 zur Scheidung nahe verwandter Fermente, nämlich zur Zer- 

5 Aniials of Botany Bd. 17, S. 237 [1903J; Bd. ig, S.171 I1905]; Bd. 23, S. i [1909]. 

« Zs. f. physiol. Ch. Bd. 152, S. 164 [1925/26] {Abh. i2i\ 

? Biockem. Zs. Bd.8i, S. 107 [1917], und zwar S. 138. 

8 R. WiEESXÄTTER uiid E. WaepschmidX-LeiTz, Zs. f. physiolog, Ch. Ed. 125, S. 132 [1923]; 
Dieselben mit A. F. HESSE, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 126, S. 143 [1923] {Ahh. 89 und 90). 

9 Zs. f. physiol. Ch. Bd. 147, S. 286 [1925]; Bd. 149. S. 203 [1925]- Vgl. dazu auch 
E. WaedschjmidT-LeiTZ, A. SchäEFxek und W. Grassmanx, Dieselbe Zs, Bd. 156, S. 68 [1926], 
sowie R. WiEESTÄTTER, E. WAEDSCH.MiDT-hEm, S. DuxAiXURRiA uiid G. KCnstXER. Dieselbe Zs. 
Bd. i6r, S. 191 [1926] {Abh. 109, uo, iij)- 
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legung des Gemisches der Pankreasproteasen nutzbar gemacht worden. Krst die 
Trennung der beiden pankreatischen Verdauungsenzyme, des Krepsins und des Tryp- 
sins, hat den Weg zu einer gesicherten Abgrenzung ihrer Spezifität freigelegt. Im 
Verlaufe der von Wii,i,stÄtter und Grassmann''’ in Angriff genommenen Unter- 
suchung der proteolytischen Hefeenzyme ist es wenig später gelungen, auch dieses 
Gemisch durch fraktionierte Adsorption an Tonerde in eine tryptische und in eine 
ereptische Komponente aufzuteilen", die hinsichtlich ihrer spezifischen Wirkungs- 
weise als Analoge der tierischen Verdaiuingsfermente gelten konnten. Die Über- 
einstimmung ist aber nur eine scheinbare. Der Spezifitätsbereich des durch Adsorption 
gereinigten „ Hefeerepsins' ^ deckt sich durchaus nicht mit demjenigen des Darm- 
erepsins, er ist viel enger umgrenzt als dieser. Die Wirkung des Hefeerepsins be- 
schränkt sich auf die Hydrolyse von Dipeptiden, im scharfen Gegensatz zum 
Darmerepsin vermag es weder Tripeptide noch irgend welche höhere Peptide anzu- 
greifeii (W. Grassmann "). Andererseits erweist sich die nach dem Adsorptions- 
verfahren gewonnene eiweißspaltende Komponente, das sogenannte ,,Hefetrypsin‘', 
wieder im Gegensatz zum Pankreastrypsin, auch als hochwirksam gegenüber allen 
höheren Polypeptiden, während ihr jede Wirkung gegen Dipeptide mangelt. Allein 
die Meinung, ,,daß die spezifische Reichweite von Hefeerepsin und von Hefetrypsin . . . 
bedingt ist durch die Uänge der Peptidkette" (Waedschmidt-Ueitz und Mitarbeiter ^ 3), 
eine Meinung, die auch für die Aufsuchung synthetischer Peptidsubstrate des Pankreas- 
trypsins zunächst wegleitend war, hat in der Folge keine Stütze gefunden. Die Spe- 
zifitätsgrenze zwischen dem dipeptidspaltenden und dem polypeptidspaltenden Hefe- 
enzym ist vielmehr, wie wir ausführlich in der vorausgehenden Abhandlung belegt 
haben, durch einfache und genau definierbare Beziehungen zu den basischen und 
sauren Gruppen der Substrate gegeben. Bs hat sich nämlich ergeben, daß die Dipepti- 
dasc nur solche —CO~NH- Bindungen zerlegt, denen gleichzeitig eine freie NH^-Gruppe 
und eine freie COOH-Gruppe benachbart ist — eine Bedingung, der nur das Dipeptid- 
molekül genügt — , die Polypeptidase dagegen solche, denen eine freie NH^-Gruppe, 
aber keine freie COOH-Gruppe benachbart ist. Bs gehören also auch Ester und Amide 
der Dipeptide, sowie decarboxylierte Peptide und Aininosäureamide'’ in den Spezifitäts- 
bereich der Polypeptidase. 

Aber die so gekennzeichnete Spezifitätsgrenze ist gar nicht die Grenze zwischen 
der Dipeptidase und der Proteinase der Hefe. Das nach dem Adsorptionsverfahren 
gewonnene „Hefetrypsin" ist nämlich nicht einheitlich, es ist ein Gemisch einer 
polypeptidspaltenden und einer proteinspaltcndeii Komponente. In unserer letzten 
Mitteilung haben wir über ein einzelnes Piaparat der Hefeproteinase berichtet, dem 
jede Wirkung gegenüber den geprüften synthetischen Peptiden fehlt. Die systema- 
tischen Versuche zur Scheidung des proteinspaltenden und des polypeptidspaltenden 

Zs. f. physiol. Ch. Bd. 153, S. 250 [1926] {Äbh, 122). 

” Siehe dazu Fußnote im experimentellen Teil. 

" Zs. f. physiol. Ch. Bd. 167, S. 202 [1927] {Ähh. 123). 

Cheni. Ber. Bd. Oo, S. 1907 [1926]. Chem. Ber. Bd. 61, S. 6$6 [1928]. 
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Enzyms, die wir inzwischen unternommen haben, haben hinsichtlich der bei der Dar- 
stellung dieses vereinzelten Präparates wesentlichen Faktoren keine volle Klarheit 
gebracht; aber sie haben zur Auffindung einfacher und sicher reproduzierbarer Vor- 
ialiren geführt, die sowohl die polypeptidspaltende wie die proteiiispaltende Kompo- 
nente frei von den beiden anderen Bestandteilen des proteolytischen Komplexes zu 
gewinnen erlauben. 

Da die Anwendung der Adsorptioiismethode für die Scheidung der Polypepti- 
dase und der Proteinase nicht sehr aussichtsreich erschien, haben wir versucht, durch 
eine besondere Ausgestaltung der bei der Freilegung der Ilefeeiizynie angewandten 
Verfahren zu Ausgangslösungen zu gelangen, welche die eine oder die andere Kom- 
ponente des Gemisches in besonders günstigem Verhältnis gegenüber den Begleit- 
enzymeti enthalten sollten. Die Gewinnung des Invertins — und, wie wir glauben, 
auch der anderen Hefefermeiite — beruht, wie Wiixstätter und Mitarbeiter ^ 5 an 
einem ausfÜtirliclien Versuchsmatcrial dargetaii haben, ,,auf der Freilegung des 
. . . Enzyms durch einen enzymatischen Abbau, und zwar durch einen von der all- 
gemeinen Autolyse der Hefe unterschiedenen enzymatischen Vorgang“ (Wir,L- 
STÄTTER*^). ,,Dic Kunst der Darstellung von Enzymlösungen bestellt darin, den be- 
sonderen Vorgang der Freilegung . . . von anderen Abbauvorgängen bei der Hefe- 
autolysc zu trennen und ihn allein so zu fördern, daß das Enzym vollständig in Ixsung 
übergeht mit möglichst wenig Ballast von Begleitstoffen“ (Wielstätter ^ . Man kennt 
schon einigd Beispiele für den Fall, daß durch besondere Bedingungen der Autolyse 
ein Hefeenzyni in Lösung gewonnen, ein anderes zerstört oder auch in der Hefe zurück- 
gelassen wird. So geht aus der mit Chloroform vergifteten Hefe, wie man lange weiß 
(vgl. z. B. C. J. Linxner^^ E. Fischer zwar Invertin in Lösung über, aber Mal- 
tase schien nicht in Lösung zu gehen, falls man die Autolyse bei der stark .sauren 
Reaktion vor sich gehen läßt, die sich in Gegenwart des Zellgiftcs von selbst einstellt. 
Umgekehrt enthalten z. B., wie wir kürzlich zeigen konnten’®, die bei schwach alka- 
lischer Reaktion gebildeten Autolysate zwar Polypeptidase und Proteinase, aber 
keine Dipeptidase, sei es daß diese nicht freigelegt oder zerstört wurde. Die wich- 
tigsten P'aktoren, 'welche die Freilegung der einzelnen Enzyme in vielfach ganz spezi- 
fischer Weise beeinflussen, sind die Art des Zellgiftes, die Reaktion, Temperatur und 
Verdünnung während der Autolyse, deren Dauer und wohl auch der Zustand der 

^5 R. WnvESTÄTTER und F. Racke, Ann. Cheiu. Ed. 423, S. i [1920/21]; Ed. 427, .S. lu 
[1921/22]; R. WirrsTÄTTER, K. vScHNKiDER und E. Bamanx, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 147, vS. 248 
[1925]; R. Wielstäxter, K. Schneider und E. Wenzhe, Zs. f. physiol. Ch. Bd. lyi, S. i [1925/26]; 
R. WiiJ/SXÄXTER und E. Eamann, Zs. f. physiol. Cli. Bd. 151, S, 242 [1926], und zwar S. 264ff; 
R. WiEÜSTÄTXER und W. Grassmann, ,,Zur Freilegung des Invertins aus der Hefe“ in ,, 1 'nter- 
suchungen über Enzyme“, S. 850 {Ahh. 4S, 55 > 57 > ^ 5 > 5 ^)- 

'6 Ber. Chem. Ges. Bd. 55, S. 3601 [1922], und zwar S, 3603 (Ahh. 2), 

Naturw. Bd. 14, S. 937, [1926] und zwar S. 938 (Abh. 4). 

'8 Zs. f. d. ges. Brauwesen. Jg. 1894, S. 414; C. J. LinTnbr und E. Kröbkr, Ber. Chein. 
Ges. Bd. 28, S. 1050, 1053 [1S95], 

Ber. Chem. Ges, Bd. 26, S. 60 [1898]. 

Zs. f. physiol. Ch. Bd, 175, S. 18, [1928] und zwar S. 24 {Abh, 126). 
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Hefe. Die Gewinnung enzymatisch einheitlicher Hefefermente durch selektive 
Freilegung ist bisher nicht systematisch versucht worden. Im folgenden geben wir 
einige erste Beispiele solcher Verfahren, die einer ziemlich allgemeinen Anwendung 
fähig zu sein scheinen. 

Die Freilegung der Hefe-Polypeptidase erfolgt bei schwach alkalischer Reaktion 
in Gegenwart von Chloroform mit glelclimäßiger, aber sehr geringer Geschwindigkeit ; 
die Auflösung des Enzyms ist nach Ablauf einer Woche noch nicht vollkommen beendet. 
Ganz anders verhält sich die Proteinase: Prüft man die nach etwa 15 ständiger oder 
kürzerer Autolysendauer gebildete Eösung, so enthält sie wenig, bisweilen auch gar 
kein proteolytisches Enzym. In den folgenden Stunden setzt aber die Freilegung 
der Proteinase kräftig ein, und schon nach 24, sicher nach 48 Stunden ist sie voll- 
ständig beendet. Wenn man nach 48 ständiger Autolyse den Heferückstand von der 
enzymhaltigen FÖsung abtrennt, wäscht und erneut mit Wasser und Zellgift der 
Selbstverdauung überläßt, so findet man die in den folgenden Tagen gebildete Fösung, 
die noch über 30 % der insgesamt gewinnbaren Polypeptidase enthält, frei von jeder 
Wirkung gegenüber Proteinen. Auf der anderen Seite enthält die zwischen der 16. 
und der 24. Stunde gebildete Fraktion die Proteinase im günstigsten Verhältnis 
gegenüber den Begleitenzymen, Zur Gewinnung der Proteinase läßt sich das Ver- 
hältnis noch verbessern, wenn man diesen Teil der Autolyse bei deutlich saurer Reak- 
tion (p^ = 4,8 bis 5,0) vor sich gehen läßt. Bei hoher Acidität wird nämlich die Auf- 
lösung der beiden Peptidasen so gut wie vollständig unterdrückt, diejenige der Pro- 
teinase nur erheblich herabgesetzt. Die so gewonnenen Tösungen der Proteinase, die 
durch Adsorption an Tonerde weiter gereinigt und konzentriert werden können, 
'enthalten gewöhnlich keine nachweisbaren Mengen, ausnahmsweise Spuren des poly- 
peptidspaltenden und des dipeptidspaltenden Fermentes. 

Zahlreiche Dipeptide, Tripeptide und höhere Polypeptide und ihre Derivate, 
deren wichtigste Vertreter wir in der Übersichtstabehe r nochmals anführen, sind 
in den vorausgehenden Untersuchungen (W. Grassmann^S W, Grassmann und 
H. Dyckerhoff 21) auf ihre Angreifbarkeit durch die Hefeproteinase geprüft worden. 
In keinem Falle haben wir dabei eine Spaltung feststellen können. Ein synthetisches 
Substrat der Hefeproteinase ist einstweilen nicht sicher bekannt. Die zur Beurteilung 
der Dernby sehen Auffassung wichtigere Frage ist die umgekehrte, nämlich ob die bei 
neutraler Reaktion optimal wirkende Polypeptidase nicht auch gleichzeitig Proteine 
zu spalten vermag. In diesem Falle hätte man es in der Hefe tatsächlich mit zwei 
verschiedenartigen echten Proteinasen zu tun, die in ihren Eigenschaften und Wirkungen 
dem Pepsin und dem Tr5rpsin von Dernby annähernd entsprechen würden, Die 
Frage läßt sich nunmehr entscheiden: Die Hefe- Polypeptidase ist vollkommen 
unwirksam gegenüber allen Proteinen tierischer und pflanzlicher Her- 
kunft, es existiert nur eine einzige Proteinase in der Hefe. Dagegen spaltete die Poly- 

Zs. f. physiol. Ch. Bd. 167, S. 202 [192;] {Abh, 725). 

“ Ber. Chem, Ges, Bd. 61, S. 656 [1928] [Ahh. j2y). 
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peptidase erwartungsgemäß Peptone, und zwar sowohl solche, die durch Vorverdauung 
mit Pepsin wie auch mit Papain, Papain- Blausäure oder Hefeproteinase gebildet sind. 

Die bemerkenswerten Beobachtungen, die über den Kinfluß von Blausäure und 
Schwefelwasserstoff bei der enzymatischen Eiweißspaltung gesammelt worden sind 
regen dazu an, auch das nunmehr von der Proteinase befreite polypeptidspaltende 
Enzym in seinem Verhalten gegenüber den beiden Stoffen zu prüfen. Es ergibt sich, 
daß das Enzym durch die Zusätze stark gehemmt wird, und zwar durch vSchwefcl- 
wasserstoff stärker als durch HCN. Genau dasselbe Verhalten haben WilustättivR 
und Mitarbeiter bei der Untersuchung des proteolytischen Wirkungsvermögens des 
Kürbissaftes angetroffen. Das damals untersuchte Enzymmaterial war gegenüber 
Dipeptiden nur wenig wirksam; aber es wäre zu prüfen, ob der Kürbissaft nicht eine 
kräftig wirkende Polypeptidase enthält. Auch die Dipeptidase wird übrigens, wie 
wir in Übereinstimmung mit älteren Beobachtungen"'^ finden, durch Cyanwasser- 
stoff und Schwefelwasserstoff außerordentheh stark gehemmt. Die beiden Hefe- 
peptidasen stimmen in dieser Eigenscliaft mit dem Darmerepsin überein (vgl. H. v. 
Eui^ER und K. JosEPiisoN^^). Wenn der Angriff dieser drei Enzyme durch eine 
Reaktion zwischen einer NHa- Gruppe des Substrates und einer Carbonylgruppe des 
P'ermentmoleküls eingeleitet wird, wie dies von mehreren Seiten angenommen wird"'^, 
dann erscheint ein solches Verhalten nicht unverständlich. 

Bei dem von der di peptidspaltenden Komponente befreiten proteolytischen 
Hefeenzyih hatten Wieustätter und Grassmann (a. a. O.) eine Aktivierung durch 
Blausäure nicht angetroffen. Aber dieser Befund, der an polypeptidasehaltiger Hefe- 
protease gewonnen war, ist nicht beweisend. Eine Aktivierung der Proteinase könnte 
duich die gleichzeitige Hemmung der beigemengten Polypeptidase verdeckt sein. 
Noch ein anderer Umstand ist zu beachten: Das dem Papain außerordentlich nahe- 
stehende proteolytische Enzym der Ananasfrucht spaltet Peptone im Gegensatz zum 
Merckschen Papainpräparat schon ohne Blausäurezusatz, und seine Wirksamkeit 
wird durch den Aktivator in geringerem Maße gesteigert als beim Papain. Will- 
STÄTTER und Mitarbeiter^^ nehmen an, daß das unterschiedliche Verhalten der 
Ananasprotease „durch Vergesellschaftung mit einem natürlichen Aktivator bedingt“ 
ist, der die Blausäure in ihrer Wirkung zu ersetzen vermag. Aus einer wichtigen 
Untersuchung von O. Ambros und A. Harteneck die demnächst erscheinen wird, 
geht nun hervor, daß das Vorkommen eines solchen Aktivators in protcasehaltigen 

*3 R. WiLESTÄTTER und W. Crassmann, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 138, S. 184 [1924] R. Will- 
STÄTTER, W. Grassmann und 0 . Ambros, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 151, S. 286 [1925/26] {Ahh. iiy 
und 118). 

Zs. f. physiol. Ch. Bd, 151, S. 286 [1925/26]. 

*5 K. G. Dernby, Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107 [1917], und zwar S. 193. 

Zs. f. physiol. Ch. Bd. 162, S. 85 [1926], und zwar S. 93. 

*7 H. V. EuEERund K. Josephson, Zs. f, physiol. Ch. Bd. 157. S. 123 [1926], E. Waedschmidt- 
hEiXz und G. RauchaeeES, Ber. Chem. Ges. Bd. 61, S. 645 [1928].' 

Zs. f. physiol. Ch. Bd. 151, S. 286 [1925/26], und zwar S. 288 {Abh. 118). 

Nach einer Mitteilung des Forschungslaboratoriunis der I. G. Farbeuindustrie, Werk 

Oppau. 

108 


WUlstätter, Enzyme. 
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Pflanzen außerordentlich weit verbreitet ist. Die Protease der Carica Papaya und 
vieler anderer milchsaftführender Pflanzen ist nämlich schon in ihrem natürHchen 
Vorkommen normalerweise begleitet von einer pflanzlichen Kinase mit blausäure- 
ähnhcher Wirkung, deren Menge je nach dem Grade der Entwicklung, der Wachs- 
tumsperiode und anderen pflanzenphysiologischen Momenten wechselt, und es ist 
möglich, diesen natürüchen Aktivator frei von der Protease zu gewinnen. Das Ver- 
halten des Merckschen Papainpräparates, wie es WinLSTÄTTER und Grassmann 
beschrieben haben, stellt einen Grenzfall dar. Ihm steht gegenüber das von der natür- 
lichen Phytokinase vollaktivierte Papain gewisser ausgereifter Ananas- und Papaya- 
früchte, dessen Wirksamkeit durch Blausäure nicht mehr gesteigert wird, und das in 
seiner spezifischen Wirkung nicht vom Papaincyanhydrin unterschieden werden kann. 
Zwischen beiden Extremen gibt es alle Übergänge. 

Unsere an dem polypeptidasefreien Enzymmaterial durchgeführten Versuche 
ergeben nun mit Sicherheit, daß auch die Hefeproteinase der Aktivierung 
durch Blausäure und Schwefelwasserstoff unterliegt, und sie zeigen zu- 
gleich, daß beim Stehen der Proteaselösung ein natürlicher Aktivator gebildet 
wird, dessen Wirkung derjenigen der Blausäure analog ist. Aber zugleich ergeben 
sich eigentümhche Unterschiede gegenüber den Verhältnissen beim Papain. 

Die nach dem geschilderten Verfahren gewonnenen Proteinaselösungen und die 
durch Adsorption an Tonerde sofort daraus bereiteten reineren Enzympräparate sind 
in frischem Zustande unwirksam gegenüber allen geprüften Proteinen, 'wie Gela- 
tine, Casein, Fibrin, Histon usw. (Tab. i), aber sie spalten diese Substrate rasch und 
weitgehend in Gegenwart von Blausäure oder Schwefelwasserstoff^'. Nach mehr- 
tägigem Stehen bei neutraler Reaktion gewinnen aber die EÖsungen die Fähigkeit, 
Proteine schon ohne HCN-Zusatz zu spalten und im gleichen Maße sinkt ihre Aktivier- 
barkoit durch die zugefügten Aktivatoren. Man hat es also offenbar auch hier, ähn- 
lich wie beim Reifen der Papaya- und Ananasfrucht, mit der Neubildung eines Akti- 
vators zu tun, der die Blausäure in ihrer Wirkung ersetzt und entbehrlich macht. 
Es ist lange bekannt, daß Hefeauszüge beim Stehen eine Zunahme ihres proteolytischen 
Wirkungsvermögens erfahren (vgl. dazu E. Abderhaeden und A. Fodor R. Wiee- 
STÄEXER und W. Grassmann Nach der von Wieestätxer und Grassmann ver- 
tretenen Auffassung ist die Aktivitätssteigerung ,,kaum allein mit der Annahme zu 
verstehen, daß Hemmungskörper in den Hefeauszügen vorhanden sind und allmäh- 
lich abgebaut werden. Es ist wahrscheinlicher, daß diese Erscheinung noch von der 
im analogen Falle des Pankreastrypsins erwiesenen Neubildung von, Aktivatoren der 

5 “ Zs. f. pliysiol. Ch. Ed. 138, S. 184 [1924]. 

3 ' Mit Rücksicht auf eine Bemerkui^ von W. E. Ringer und B. W. GruXXERINk (Zs. f. physiol. 
Ch. Bd. 164 S. 1 1 2 [1926/27], und zwar S. 133 u. 138) seihervorgehoben, daß Kalium- oder Ammonium- 
Chlorid sowohl beim Papain wie bei der Hefeproteinase die Blausäureaktivierung in keiner Weise 
zu ersetzen vermögen. Für das Kmtreten des Aktivienmgseffektes ist es gleichgültig, ob mit 
Salzsäure neutralysiertes Cyaiikalium oder Lösungen reiner Blausävne angewendet werden. 

3 * Fermentf. Ed. 1, S. 433 [1916] und a. a. O. 

” Zs. f. physiol. Cli. Bd. 153, S. 250 [1926J, und zwar S. 265 ff. {Ahh, '122), 
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Enzyme überlagert wird.“ Unsere Befunde bilden eine starke Stütze für die letztere 
der beiden Mögliclü^eiten. Aber man wird auch hier die Gewinnung des von der 
Proteinase befreiten Aktivators anzustreben haben, die im Falle der Trypsinkinase 
und der Papainkinase schon gelungen ist. Übrigens ist es umgekehrt nicht schwer, 
die einmal selbstaktivierte Proteinase wieder in die inaktive, durch Blausäure aktivier- 
bare Form zurückzuverwandeln. Es gelingt dies durch Aufbewahren der aktivierten 
Elutionen bei saurer Reaktion (p^ = 5 ,o). Bei dieser Reaktion ist. wie die Konstanz 
der in Gegenwart von HCN gemessenen Wirkung erweist, die Proteinase an sich völlig 
beständig, aber ihr Aktivator scheint zerstört zu werden. 

Völlig anders ist das Verhalten der inaktiven oder der aktivierten Proteinase 
gegenüber Peptonen. Albuminpcpton Merck, ebenso ein durch erschöpfende Ver- 
dauung mit nicht aktiviertem Papain gewonnenes Pepton aus Gelatine werden schon 
von dem frischen Enzym und ohne Aktivatorzusatz gespalten. Aber die Blausäure 
steigert auch in diesem Falle die Hydrolysengeschwiiidigkeit. Bemerkenswerter Weise 
ist aber ein durch erschöpfende Verdauung mit Papaiii-HCN gewonnenes Gelatine- 
pepton sowohl für die aktivierte wie für die inaktive Hefeproteinase vollkommen 
unangreifbar. Dieser Befund, der noch an einer größeren Zahl von Substraten zu 
erweitern sein wird, bedeutet, daß das aktivierte Papain die Hefeproteinase 
in ihrer spezifischen Wirkung bei der Gelatinehydrolyse vollkommen zu 
ersetzen vermag. Allerdings ist diese Beziehung nicht umkehrbar. Die durch 
erschöpfende Verdauung mit aktivierter Hefeproteinase gebildeten Peptone werden 
sowohl von P^aiti wie von Papain-HCN noch weiter hydrolysiert. Das Verhältnis 
zwischen der Hefeprotei nasc und dem Papain scheint ähnlich zu sein demjenigen, 
zwischen einer Amylase mit niederer und mit hoher Endverzuckerungsgrenze ; der 
Unterschied könnte wie dort auf die verschiedene Substrataffinität des Enzyms in 
den beiden Vorkommnissen zurückzuführen sein (vgl. dazu R. Kuhn^^). 

Wesentlicher und überraschend ist aber der scharfe Spezifitätsuiiterschied zwischen 
den nicht aktivierten Formen der beiden Enzyme. Für das nicht aktivierte Papain, 
wie es in unserem Merckschen Präparat vorliegt, ist die Anwesenheit der Blausäure 
(oder der Phytokinase von Ambros und Hartkneck) notwendig zur Hydrolyse 
der beiden Peptone (Albuminpepton Merck, Papain-Gelatinepepton), förderlich, 
aber entbehrlich für die Spaltung von Proteinen. Bei der Hefeproteinase unserer 
frischen Enzymlösungen — ebenso auch beim Pankreastrypsin — ist umgekehrt der 
Dazulritt des biologischen oder des zellfremden Aktivators notwendig für die 
Proteinspaltung, entbehrlich für die Hydrolyse der Peptone. Die folgende 
Arbeitshypothese scheint uns zur Deutung der Verhältnisse am besten geeignet: 
Die Pflanzenprotease ist an sich gegenüber beiden Klassen von Substraten unwirk- 
sam. sie bedarf für die verschiedenen Bereiche ihrer Spezifität mehrerer spezifisch 
eingestellter natürlicher Aktivatoren. Der weniger spezifische Aktivator Blausäure 
(oder Schwefelwasserstoff) vermag jeden der natürlichen Aktivatoren zu ersetzen und 
^Ti^bigs Ann. Chem. 443, i [192S]. und zwar S. 6 . 31 ff. 

io8* 
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den vollen Spezifitätsbereich des Enzyms zu entwickeln. Es ist wahrscheinlich, daß 
schon das inaktive Papain (Mercksches Präparat) sein Wirkungsvermögen gegen 
Proteine der Anwesenheit eines natürlichen Aktivators verdankt ^5. In den Präpa- 
raten der Hefeproteinase würde dagegen ein solcher Aktivator erst bei der Alterung 


Tabelle i. 

Spezifität der Hefeproteasen. 



Dipeptidase 

Poly- 

peptidase 

Proteinase 

(iaaktiv) 

Proteinase 

(aktiv) 

a) Dipeptide, z. B.: 





Glycyl-glycin, Alanyl-glycin 

^36,37 

37 

37 

37 

Glycyl-leucin 


37 

37 

37 

Glycyl-tyrosin, Alanyl-tyrosin 

_(38 

37 

37 

37 

Alanybseriu 

^-38 

—37 

37 

37 

lyeucyl-glutaminsäure 

-j_38 

—37 

37 

37 

b) Tripeptidc, z. B.: 

heucybglycyl-glyciu, Glycyl- alanyl-glycin, .bcucyl- 





glycyl-leucin 

37,38 

_|_37,38 

38 

38 

c) Höhere Polypeptide, z. B.: 

Alanyl-diglycyl-glycin, Teucyl-triglycyl-leucin, 





keucyl-heptaglycin 

38 

-^37.38 

38 

38 

d) Amide und Ester, z. B.: 





Glycyl-leucinamid 

38 

+38 

38 

38 

Glycyl-alanin-ester usw 

0 

+ 38 

38 

38 

Glycyl-decarboxy-leucin 

^3S 

.1.38 

58 

38 

Glycin- amid, kcuciu-amid 

e) Acylierte Peptide, z. B.: 

—39 

+ 38 

38 '■ 

38 

Beiizoyl-glycyl-glycin, Benzoyl-diglycyl-glycin, 





Naphthalinsulfo-glycyl-tyrosin 

38 

40 

40 

40 

f) Peptone: 





Pepsinpepton aus Albumin (Merck) 

0 

+ 

+ 

+ + 

Papain-Endpepton aus Gelatine 

0 

+ 

+ 

+ + 

Papain-HCN-Endpepton aus Gelatine 

0 

+ 



Hefeprotease-HCN-Endpepton aus Gelatine . . . 

0 

+• i 

— 

— 

g) Proteine: 


j 



Salminsulfat, Clupeinsulfat 

37 




+ 

Histonsulfat 

37 





+ 

Casein 1 

37 




+ 

Gelatine 

37 




+ 

Fibrin 

37 




+ 

Edestin 

0 




+ 

Hordein 

0 




+ 

Eieralbiunin 

37 

— 

— 

+ 


35 Nach einer Beobachtung von M. jACOBl{Biochem.Zs.Bd. 175. S.79 [1926]) scheint es auch 
Papainpräparate zu geben, denen bei Abwesenlieit von Blausäure auch die Wirkung gegenüber 
Gelatine fehlt. 

36 — bedeutet: wird nicht gespalten; + bedeutet: Spaltung; + + bedeutet: Spaltung 
verstärkt; o bedeutet: nicht untersucht. 

37 Nach W. Grassmann, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 167, S. 202 [1927] {AbL 125). 

38 Nach W. Grassmann und H. Dyckerhoff. Ber. Chem. Ges. Bd. 61, S. 656 [1928] [Abh. 127). 

39 Nach E. WAEDSCHMiDT-LEitz, W. Grassmann und A. Schaffner, Ber. Chem. Ges. Bd. 60, 
S. 359 [1927]- 

Nach W. Grassmann und H. Dyckerhoff,’ Zs. f. physiol. Ch. Bd. 175, S. 18 [1928] {Abh. 126). 
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auf treten, während ein Aktivator für die Peptonspaltung schon von Anfang an vor- 
handen wäre. 

' Diese Vorstellung, die übrigens auch in dem von Ambros und Harteneck ver- 
öffentlichten Zahlenmaterial einige Stützen zu finden scheint, ist vielleicht geeignet, 
auf eine frühere Beobachtung von Wielstätter und Mitarbeitern lyicht zu werden, 
für die bisher eine befriedigende Erklärung gefehlt hat. Der für die Gclatinespaltung 
verantwortliche Aktivator ist, wie aus unserer oben erwähnten Beobachtung hervor- 
geht, im Gegensatz zur Proteinase durch geringe Beständigkeit bei sauren Reaktion 
ausgezeichnet. Dasselbe scheint aber auch im Palle der Ananasprotease zu gelten. 
Bewahrt mau nämlich Ananassäfte bei ihrer natürlichen, ziemlich stark sauren Reak- 
tion (p-^ ~ ca. 4,5) auf, ,,so findet man bei annähernder Konstanz der Wirkung auf 
Pepton fortdauernde Aktivitätsvermindcrung gegenüber Gelatine“. ,, Monate alte 
Enzymlösungen können zwar auf Albuminpepton noch unverändert wirken, auf 
Gelatine aber nur noch schwach.“ ,, Durch Cyanid war Ananasprotease nach 5 Monate 
dauernder Alterung sehr wenig aktivierbar für die Peptonspaltiing, stark aktivierbar 
für die Gelatine Hydrolyse , das aktivierte Enzym ergab daher ungefähr das normale 
Verhältnis zwischen den Spaltungsgeschwindigkeiten in beiden Substraten“ (Wiix- 
STÄTTER und Mitarbeiter a. a. O.). Diese Erscheinungen sind zwanglos zu erklären 
mit dem Verschwinden eines Aktivators für die Gelatinespaltung, der sich durch seine 
geringere Beständigkeit von dem Aktivator der Peptonspaltung unterscheiden würde. 
Die Spezffitätseigenschaften der Protease aus lange gealterten Ananassäften scheinen 
in der Tat mit denjenigen der inaktiven oder wenig aktivierten Hefeproteinase über- 
eiiizustimmen. 

Der Vergleich der Hefeproteinase mit dem Papain und verwandten proteoly- 
tischen Pflanzenenzymen hat sich noch auf eine andere charakteristische und, soweit 
wir wissen, von der Anwesenheit natürlicher oder zellfremder Aktivatoren unab- 
hängige Eigenschaft (vgl. dazu Wieestätter und Mitarbeiter'^^ Ambros und Har- 
TENECK a. a. O.) dieser Fermente zu erstrecken, die eigentümliche Abhängigkeit 
ihrer Wirkung. Die maximale Geschwindigkeit der Gelatinehydrolyse war in früheren 
Versuchen mit der noch polypeptidasehaltigen Hefeproteinase zwischen pn^ ^,2 
und 6,5 gefunden worden, wobei die Lage des Optimums von einem Präparat zum 
anderen schwankte. Versuche mit Albuminpepton hatten das Optimum bei p^^ = 5,5 
bis 6,0 ergeben; sie zeigten einen sehr flachen Abfall der Wirksamkeit nach der alka- 
lischen Seite. Das Gebiet optimaler Wirksamkeit, das beim Papain für beide Substrate 
bei />„ = 5,0 gefunden wird, erschien also bei der Hefeproteinase mehr oder minder 
stark nach der alkalischen Seite verschoben oder verbreitert. Bei Verwendung des 
einheitlichen Enzyms fällt dieser Unterschied fort; das Optimum ergibt sich nun in 
beiden Fällen bei p^ = 5,0, der Abfall der Aktivität ist steil auch nach der alkalischen 
Seite. Daß die früher beobachtete /)jj-Abhängigkeit tatsächlich durch Überlagerung 

4 ' Zs. f. physiol. Ch. Bd. 138, S. 184 [1924]; Üd. 151, S. 307 [1925/26]. 

4 ® WieESTÄTTER und Grassmann, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 153. S. 250 [1926]. 
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der Polypeptidasewirkung verfälscht war, läßt sich am besten am Beispiel des Albumin- 
peptons anschaulich machen, das auch vom polypeptidspaltenden Ferment angegriffen 
wird. Die Polypeptidase spaltet das Pepton, wie auch die bisher geprüften Tri- 
peptide+ 3 ^ mit maximaler Geschwindigkeit bei ~ 7,0, mit ganz geringfügiger 
bei = 

Wie beim Papain, ist aber auch hier die Gestalt der Aktivitäts-^H'^^ii^G erster 
lyiiiie von der elektrochemischen Natur des Substrates bedingt. Im Gegensatz zu den 
bisher genannten Biweißkörpem, deren isoelektrische Punkte nahe bei pn~ 5 liegen, 
werden nämlich Fibrin und Bdestin von der Hefeproteinase wie auch vom Papain 
am raschesten beim Neutralpunkt gespaiten*"^. Unterschiede in der Art und der Kon- 
zentration der angewandten Puffermischungen, auf deren Einfluß W. B. Ringer und 
B. W. Grutterink'^5 hinweisen, können für die beobachteten Verschiedenheiten 
nicht verantwortlich gemacht werden. Auch die Uöslichkeit der Substrate scheint 
nicht von erheblicher Bedeutung zu sein ; dies zeigt am besten das Beispiel des Caseins, 
das bei — 5^ obwohl es hier völlig unlöslich ist, viel rascher hydrolysiert wird als 
beim Neutralpunkt. Vielmehr stützen unsere Versuche die von Wielstätter und 
Mitarbeitern'^® entwickelte Vorstellung, daß bei der Hefeprotease, wie auch ,,beim 
Papain die Reaktionsoptima mit dem isoelektrischen Punkt der Substrate zusammen- 
fallen“. Der isoelektrische Punkt des Fibrins wird nämlich bei — 7,2 (J. N. Kugee- 
mass^7), der des Bdestins bei = 6,g (P. Rona und U. Michaeeis^^) angegeben. 

Die Zusammensetzung des proteol5d:ischen Ferinentsystems der Hefe scheint uns 
mit der vorliegenden Untersuchung im wesentlichen geklärt zu sein. Die Hefe ent- 
^hält, wie wir in Übereinstimmung mit der Auffassung Wieestätters und im Gegen- 
satz zu der von Dernby vertretenen Meinung annehmen müssen, nur ein einziges, 
auf die Spaltung intakter Biweißkörper eingestelltes Enzym, das in seinen wesent- 
lichen Eigenschaften mit dem Papain übereinstimmt, und wie dieses durch Blausäure 
und Schwefelwasserstoff, sowie durch noch unbekannte biologische Aktivatoren, in 
seiner Spezifität beeinflußt wird. Der Wirkungsbereich der aktivierten Hefeproteinase, 
„der sich von denaturierten hochmolekularen Substraten wie Fibrin und Gelatine 
über Albuminpepton hinaus erstreckt, entspricht also der Spezifität pflanzlicher 
Tryptasen, z. B. des aktivierten Papains“ (WeeeS'Tätter und Grassmann^^). Das 

Vgl. unsere früheren Mitteilungen, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 167, S. 202 [1927], und zwar 
S. 216; Bd. 175, S. 18 [1928], und zwar S. 28. 

Bezüglich der von W.F. RINGER und B. W.Grutterink (Zs, f. physiol, Ch. Bd. 156, S. 275 
[1926]) anfgefundenen steilen und schmalen Optima im äußersten sauren mid alkalischen Gebiet 
{pK = 2,4 und pn— ii)r die beim Papain und bei anderen Proteasen, aber nur mit Fibrin als 
Substrat angetroffen werden, schließen wir uns der Auffassung von E. Krüger und E. Graetz 
(Zs. f. physiol. Ch. Bd. 166, S. 128 [1927], und zwar S. i3off.) an, wonach diese Optima mindestens 
teilweise durch die angewandte Methodik vorgetäuscht und jedenfalls ohne physiologische Be- 
deutung sind. 

Zs. f. physiol. Ch. Bd. 156, S. 275 [1926J; Bd. 164, S. 112 [1927]. 

Zs.f. physiol. Ch, Ed. 138, S. 184 [1924], und zwar S. 196; Bd. 151,8. 307 [1925/26]; Bd- 153, 
S. 250, und zwar S. 252 [1926} [Ahh. 117, xig, 122). C. R. Soc. Biol. Bd. 87, 8. 802 [1922]. 

“*8 Biochera. Zs. Bd. 28, 8. 193 [1910]. 

Zs. f. physiol. Ch.'Bd. 153, S*. 250 [1926], und zwar S. 253. 
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proteolytische Fermentsj'stem der Hefe besteht aber trotzdem aus drei Einzel- 
komponenten, denn die für das Pankreas- und Darmerepsin charakteristischen Funk- 
tionen sind im Falle des Hefepilzes aufgeteilt zwischen zwei verschiedenen Peptidasen, 
‘die wir als Hefe-Dipeptidase und Hefe-Polypeptidase bezeichnet und hinsichtlich 
ihrer spezifischen Wirkungsweise in den vorausgehenden Abhandlungen gekenn- 
zeichnet haben. Die Bezeichnung ,,Hefetrypsin‘', die sich auf ein Gemisch aus 
Proteinase und Polypeptidase bezogen hat, sollte aufgegeben werden, ebenso die 
Bezeichnungen ,, Hefepepsin“ und „Hefeerepsin“, für die ein unrichtiges oder 
unvollständiges Bild von den Eigenschaften und der Spezifität dieser Enzyme maß- 
gebend war. Es könnte zunächst scheinen, daß die spezifische Einstellung der drei 
Einzelenzyme Proteinase, Polypeptidase und Dipeptidase durch die I\lolekulargröße 
der Substrate gegeben sei. In der vorausgehenden Mitteilung ist gezeigt worden, 
daß dies für die Dipeptidase und die Pol3rj)eptidase nicht zutrifft, sondern daß für 
die Angreifbarkeit einer Peptidbindung einfache Beziehungen zu den freien Amino- 
und Carboxyl gruppen der Substrate entscheidend sind. Auch für den Angriff der 
Proteinase dürfte wohl weniger die Molekulargröße maßgebend sein, als vielmehr 
bestimmte, innerhalb des peptidartigen Aufbauprinzips mögliche strukturchemische 
Eigenschaften der Proteine, die in den bisher geprüften synthetischen Substraten 
nicht verwirklicht sind. Daß auch die Hefeproteinase wie das Papain und die übrigen 
bisher untersuchten proteolytischen Enzyme auf die Hydrolyse von -CO -NH-Bin- 
dungen eingestellt ist, ergibt sich aus der Bildung äquivalenter Mengen von COOH- 
und NHz-Gruppen, die wir bei der Hydrolyse stets beobachtet haben. 

Den angeführten Enzymen reiht sich als ein weiteres, auf die Hydrolyse von^ 
Amidbindungen eingestelltes Enzym die Hefe-Asparaginase an, über deren Spezifität 
wir demnächst einige Angaben machen werden. Dieses Enzym ist mit keinem der 
beschriebenen Fermente zu identifzieren ; aber es bleibt noch zu untersuchen, welche 
Rolle ihm beim enzymatischen Auf- und Abbau der Eiweißkörper zukommt. 

Experimenteller Teil. 

I. Trennung der ‘Polypeptidase und der Proteinase durch fraktionierte Freilegung. 

I. Gang der Freilegung bei verschiedener [H*]. 

Die Freilegung der Polypeptidase und der Proteinase erfolgt gemäß den Belegen 
der Tab. 2 am raschesten und mit den höchsten Ausbeuten bei neutraler Reaktion. 
Bei = 5 findet man die Menge der in Eösung gegangenen Proteinase erheblich 
vermindert, die Polypeptidase aber fehlt so gut wie vollständig. Dieser Unterschied 
der beiden Enzyme wird, wie die folgenden Versuche zeigen, viel deutlicher nach einer 

5 “ Zur Trennung der Hefeproteasen vgl. außerdem die früheren Mitteilungen: R. Wmi,STÄlTER 
und W. Grassmann, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 153. S. 250 [1926], und zwar S. 254, 269. 2/3, 275, 280. 
W. Grassmann und W. Haag, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 167. S. 188 [1927]. W. Grassmann, Zs. f. 
physiol. Ch, Bd. 167. S. 202 [1927], und zwar 218. W. Grassmann und H, Dyckkrhoff, Zs. f. 
physiol. Ch. Bd. 175, S. 18 [1928]. und zwar S. 24. Ber, Chem. Ges. Bd. 61. S. 656 [1928]. und zwar 
S.658, 663 {Ahh,i22, 124, 125, 126, i2y). 
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Vorautolyse bei schwach alkalischer Reaktion. Die Aufrechterhaltung einer stark 
alkalischen Reaktion — 8 bis 8,2) erwies sich als ungeeignet für die Gewinnung 
der beiden Enzyme, wenigstens bei erhöhter Temperatur. Der Versuch der Tab. 2 
wurde bei Zimmertemperatur durchgeführt, die jedoch in der fraglichen Zeit unge- 
wöhnlich hoch, nämlich um 30°, lag. 

1V2 kg frische, abgepreßte Hefe (mit rund 330 g Trockengewicht) wurden mit Chloroform 
verflüssigt, mit iVi Liter WovSser verdünnt und sofort neutralisiert. Die erhaltene Suspension 
teilte man in vier gleiche Portionen, die mit Essigsäure oder Ammoniak auf die gewünsdite Acidität 
eingestellt und bei dieser erhalten wurden. Die in I^ösung gegangene Enzymmenge wiude jeweils 
in abfÜtrierten Proben bestimmt. Nur die bei ^ gebildete Lösung enthielt geringfügige 
Mengen von Dipeptidase, die übrigen waren praktisch frei davon. Dies entspricht der friüier 
mitgeteilteii Erfahnmg^b wonach die Autolyse in Gegenwart von Chloroform nur Lösungen 
von geringer, manchmal sehr schwacher Dipeptidasewirkung ergibt, besonders bei alkalischer 
und stärker saurer Reaktion und, wie es scheint, bei erhöhter Temperatur. 


Tabelle 2. 

a) Freilegung der Hefe-Polypeptidase. 

(Wirkung von 0,2 ccm Enzynilösui^, gemessen unter den Bedingungen der Bestimmungsmethode 

[vgl. Tab. 5]). 


3?H "wälirend der Autolyse 


Dauer — : — -j- 

der Autolyse 5,0 i 6,0 i 7,0 [ 8,0— 8,3 

(Stunden) — ' — — ^ 

Aciditätszuwachs ccm (n/zo-KOH) 


6 

0,00 

0,13 

0,20 

0.32 

24 

0,02 

0,24 

0,30 

0,08 

48 

0,04 

0,50 

1,00 

0,08 

96 

1 

0,70 

1,50 

0,10 


b) Freilegung der Hefe- P roteinase. 

'(Wirkung von 2 ccm Enzymlösimg, gemessen a) unter den Bedingungen der Proteinase- 
bestimmimg 5 ^. b) ebenso, aber in Gegenwart von 5 mg HCN.) 


jWH während der AutolySe 


Dauer 

der Autolyse 
(Stunden) 

5,0 i 

' 6,0 

! 7,0 

8 , 0 — ^ 8,3 



Äciditätszuwachs (ccm 11 / 

5 'KOH) 



a 

b j 

a 

b , 

a 

1 

rt i 

b 

6 

0,02 

0,09 

0,01 

0,16 

; 0,11 

0,25 

0,00 

0,05 

24 

0,21 

0,19 : 

0.35 

0,37 

i 1,26 

1,25 

0,02 

0,04 

48 

0,19 

0,19 

0,41 

0.47 

’ 1.36 

L30 

0,02 

0,01 

96 

0,22 

0,18 

! 0.44 

0,46 

L 3 f 

1 L27 I 

0,03 

0,04 


2. Fraktionierte Autolyse bei schwach alkalischer Reaktion; 

Darstellung der Polypeptidase. 

Die Freilegung der Hefe-Polypeptidase erfolgt bei nicht zu stark saurer oder 
alkalischer Reaktion mit geringer, aber gleichmäßiger Geschwindigkeit im Raufe von 
einer Woche oder mehr. Die Proteinase dagegen ist schon nach 24, spätestens nach 
48 Stunden völlig in Rösung gegangen. Zur Gewinnung der proteinasefreien Hefe- 

5 *^ R. Wn^ESTÄTl'ER und W. Grassmann, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 153, S. 250 [1926], und zwar 
S. 273. Vgl. auch unsere .^gaben, Zs. f. physiol. Ch. Bd. 175, S. 18 [1928], und zwar S. 24. 

5 * Siehe Zs. f. physiol. Ch. Bd. 153, S. 250 [1926], und zwar S. 258 (Abh. 122). 
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Polypeptidase ist es nur nötig, nach Ablauf dieser Zeit den Heferückstand von der 
Lösung abzutrennen und nach gutem Waschen erneut mit Wasser und Zeligift der 
Selbstverdauung zu überlassen. Man erhält dann im Laufe der folgenden Tage noch 
erhebliche Mengen des polypcptidspaltenden Enzyms, meist über 30% der Gesamt- 
menge, frei von jeder proteolytischen Wirkung. Der Gang der Freilegung der beiden 
Enzyme und ihre enzymatische Konzentration in den einzelnen Fraktionen ergibt 
sich am besten aus dem Versuch der Tab. 3, bei dem die Fraktionierung erheblich 
häufiger vorgenommen worden ist. Wir beschränken uns darauf, die analytischen 
Belege im einzelnen nur für das aus der letzten PTaktion in üblicher Weise dargestellte 
Polypeptidase-Trockenpräparat wiederzugeben. 


Tabelle 3. 

Fraktionierte Freilegung der Polypeptidase und der Protease bei sejiwach 

alkalischer Reaktion. 


naucr der Autolyse 

(im ganzen) 

Lösung 

i Po,-K. 
Po.-E. ' pro mg 
(itn ganzen) i Trocken- 
gewicht 

: Po.-K. 

Pr.-K, 

(im g.anzcn) 

Truckenpraparat 

Po.-Ii. j Po.-E. 

(im Ganzen) pro nig | 

^ Po.-JC. 

I. — 20. Stunde 

231 1 

293 


0,0036 

0,79 

53 1 

265 


0,100 1 

0,20 

20.— 47. 

65 

970 

! 

0,060 

0,067 

— 1 

— 


— 

— 

47 -— 67. 

ca. I 

332 


0,040 

0,003 

ca. 0,5 

80 


0, 36 

ca. o,üü6 

67.-92. ,, 

0,0 

188 


0,062 

0,000 

0,0 

73 


«.33 ! 

0,000 

92. — 192. ,, 

0,0 

325 


- ; 

0,000 

0,0 

352 


0, 16 j 

0,000 


2 mg ergeben bei der Einwirkung auf 49 mg dl-Leucyl-glyeyl-glycin unter den Bedingungen 
der Bcstiinmungsmethode (Tab. 5 ) in einer Stunde einen Aeiditätszuwachs v()n i ,40 ccm 
"A“ -KOH (entsprechend 70% Spaltung); i mg entspricht demnach 0,16 Po.-Py, Die Aktivität 
bheb wälireiid einer Beobachtungszeit von drei Monaten unverändert, — 1 2 mg ergeben bei 
der Einwirkung auf 0,6 g Gelatine unter den Bedingungen der Protcinasebe.stiiiiiuung nach 48 
und nach 200 Stunden keinen meßbaren Aciditätszuwachs (0,01 bzw. o.oo ccm «A-KOII); nach 
Beendigung des Versuches erstarrte die mit Leitungswasser gekühlte Gelatinelüsuiig rasch und 
vollständig, — Ebensowenig erfolgte eine Hydrolyse der Gelatine in Gegenwart von HCN unter 
sonst gleichen Bedingungen. 

3, Gewinnung der Proteinase durch fraktionierte Autolyse. 

Die Freilegung der Hefeproteinase erfolgt mit einem völlig anderen zeitlichen 
Verlauf als diejenige der Polypeptidase. Trennt man die bei der Autolyse in Gegen- 
wart von Chloroform gebildete Lösung etwa 15 Stunden nach Versuchsbeginn oder 
früher von den Rückständen ab, so findet man in der Lösung wenig, mitunter auch 
gar kein proteolytisches Enzym. Aber in den folgenden vStunden setzt die BTeilegung 
der Proteinase kräftig ein, und schon nach etwa 24 Stunden ist sie so gut wie beendet. 
Als Beleg für diese eigenartige Erscheinung, die übrigens auch aus dem Versuch der 
Tab. 2 erkennbar ist, sei im folgenden eines aus einer Reihe gleichartiger Beispiele 
angeführt : 

55 Die früher (Zs. f. physiol. Ch. Bd. 153, S. 250 [1926], und zwar S. 257) fe-stgelegte, auf die 
Gelatinespaltung bezogene ..Einheit des Hefetrypsins" (T.-E.) bezeichnen wir numiiehr simigemäß 
als ,, Einheit der Hefeproteinase" (Pr,-E.). • 
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iVa kg Hefe wurden in üblicher Weise mit Chloroform verflüssigt und mit 1V2 Wter ojproz. 
Ammoniak versetzt. Man bestimmte die in lyösung gegangene Menge der Proteinase in abfil- 
trierten Proben. In je i ccm der gewonnenen I^ösungen waren enthalten: 
nach einer Autolysenzeit von 16 18 21 23 Stunden 

0,013 *^>^0 0,12 o.rj Pr.-E. 

Der zwischen der 16. und der 24. Stunde gebildete Anteil der Enzymlösung ent- 
hält also die Proteinase im günstigsten Verhältnis gegenüber dem polypeptidspaltenden 
Enzym. Dieses Verhältnis läßt sich aber gemäß den Erfahrungen des vorausgehenden 
Abschnittes (Tab. 2) noch erheblich verbessern, wenn man diesen Teil der Freilegung 
bei />H = 5 vor sich gehen läßt. Allerdings vermindert sich dabei die Proteinase- 
ausbeute beträchtlich, nämlich "auf etwa ein Drittel bis ein Viertel des normalen 
Wertes; aber zugleich sinkt die Menge des in EÖsung gehenden dipeptidspaltenden und 
des polypeptidspaltenden Fermentes auf nicht oder kaum nachweisbare Spuren 
herab. Das in dieser Arbeit angewandte Verfahren zur Gewinnung der proteolytisch 
einheitlichen Hefeproteinase besteht also in einer etwa 16 ständigen Vorautolyse bei 
schwach alkalischer Reaktion und darauffolgender rascher Freilegung .d^r Proteinase 
bei Pn bis 5,0. Die so gewonnenen Enzymlösungen lassen sich durch Adsorp- 

tion an Tonerde und Elution mit Diammonphosphat in bekannter Weise konzentrieren 
und reinigen, 

Beispiel. PA kg frische Hefe wurden mit Chloroform verflüssigt und iu iV* I^iter o,3proz. 
Ammoniak suspendiert. Nach lystündiger Autolyse wurde der Heferückstand in der Zentrifuge 
abgetremit, gründheh gewaschen luid erneut in 800 ccm Wasser suspendiert ; die Suspension 
braclite man mit Essigsäure auf pu = 5,0 und überließ sie weitere 3 Stunden der Aütolyse unter 
Toluolzusatz. Dann trennte man in der Zentrifuge vom Rückstand ab und brachte die Losung 
zur Ausfüllung der aus der Hefe aufgenommenen unlöslichen anorganischen Phosphate mit 
Ammoniak kurze Zeit auf alkalische Reaktion {p^ = 8,5). Die nach dem Abfiltrieren des Nieder- 
schlages erhaltene klare Lösung wurde neutralisiert ; sie war frei von Dipeptidase und von Poly- 
peptidase und enthielt gemäß den Belegen der Tab. 4 beträchtliche Mengen an inaktiver Pro- 
teinase. 

Einwirkung auf Leucyl-glycyl-glycin: 0.8 ccm bewirkten unter den Bedingungen der Poly- 
peptidasebestimmung in 40 Stunden keine meßbare Hydrolyse (gef. 0,00 ccm ’^Ao’^DH). — 


Tabelle 4. 

Einwirkung gereinigter und ungereinigter Proteinaselösung auf Gelatine. 
(Bedir^ungen der Proteinasebestimmung.) 


UnzymlösuBg 

i 

Angewandt | 

ccm 

1 

Aktivator 

! 

Spaltung n£ 
(ccm n/ 

2+ 

ich. Stunden 

5 KOH) 

r 44 ' 

Bemerkung , 

Rohlösung, frisch . . . 

2.0 

1 

0,02 

0,00 

Gelatine erstarrt 


2,0 

: singHCN 

0,56 

1,08 

,, bleibt flüssig 

Dieselbe, durch Adsorp- 






tion gereinigt. . . . 

0,8 

— 

0,03 

0,02 

,, erstarrt 


0,8 

5 mg HCN 

0,68 

1,06 

,, bleibt flüssig 

Rohlösung, 6 Tage bei 






pii — 7,0 aufbewahrt. 

2.0 j 

— 

0,34 


,, }, ,, 

Rohlösung, 10 Tage bei 






pB.~ 7 aufbewahrt . 

2,0 

— 

0,48 

0,72 

TP ,P PT 


2,0 

5 mg HCN j 

0,58 

0,98 


Dieselbe, durch Adsorp- 






tion gereinigt. . . . 

0,8 1 

— 

0,64 

0,84 

,, ,, ,, 


0,8 

5 mg HCN 

• 0,66 

1,20 

T. 
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22s mg Wyl-glyein, Bedingu.igen der Dipeptidasebestim- 
mung, Aciaitatszuwachs in 40 Stunden: 0,00 ccni “/5-KOH 

nachdem Hälfte der lÄuiig sofort an Tonerde, die andere, 

nachdfm te lotagig^ Aufbewaliren ini Eisschrank [pa = 7,0) Selbstaktivierung erfolgt war: 

■’f <äer kösung wurden mit Essigsäure auf *h = s,o gebracht und in Gevenwirt 

Irfe d^.gleichen Reaktion mit einer Suspension von 290 mg Tori- 

Dk eäakinen^pf't Adsorbate elmerte man mit je 44 ccm sproz. Diamnionphosphatliuiig, 
W^k^ijfe'rÄ """ Polypeptidase: ihre proteolytische 

keucybglyeyl-glycin; Angewandt 0,4 ccm Eiuyinlösung, Btdingmigen der 
b) 'l““- A^i-iitätszuwachs a) mit ElutioLus frifd.er Löfll^g! o,S 

aL ^ 1. aus gealterter kosung: 0,04 ccm V=«-KOH. - Einwirkung auf lamcylglvcin- 

^SuwachtT ^"^Hnlösung, Bedingungen der DipeptidascbestiinnumgF 40 Stunden Acil 
aitatszu wachs a) ü,oo, b) o,oi ccm h/^-KOH, 


II. Zur Kenntnis der Hefe-Polypeptidase. 

I. Bestimmungsmethode und Einheit. 

Das Wirkungsoptimum der Polypeptidase liegt, wie wir früher für die Spaltung 
des Leucyl-glycyl-glycins und des Alanyl-glycyl-glycins angegeben haben, und wie 
wir unten für die Hydrolyse des Merck sehen Albumiiipeptons belegen, bei - 7,0. 
Zum Zwecke der quantitativen Bestimmung messen wir die Einwirkung des Enzyms 
auf 49 nig dl-Eeucyl-glycyl-glycin (Vio-Millimol I-Peptid) in einem Volumen von 
2,0 ccm bei 40° und bei p^ = 7,0, und zwar in Gegenwart von "V3o-Phosphatpuffer 
und “/25“Ammonchlorid. Die Ermittlung der Polypeptidase-Einheiten erfolgt auf 
Grund der m Tab. 5 und Abb. i wiedergegebenen Beziehung zwischen Enzymmenge 



und Umsatz bei einer Spaltungszeit von einer Stunde. Wir bezeichnen als ,, Einheit 
der Hefe-Polypeptidase*^ (Po.-E.) das P'ünf fache derjenigen Enzymmenge, die unter 
den Bedingungen des Versuches die Hälfte dei vorhandenen 1-Peptidmenge in Leucin 
und Glycyl-glycin zerlegt. Die so festgesetzte Einheit entspricht sehr annähernd der 
früher definierten Dipeptidase-Einheit. In Gegenwart großer Mengen von Dipepti- 
dase ist die Bestimmungsmethode nicht »streng anwendbar, da Bas gebildete Glycyl- 
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glycin weiter zerlegt wird, wenngleich nicht sehr rasch; die Werte werden dadurch 
nach oben gefälscht. 

Tabelle 5. 

Hydrolyse von dl-beucyl-glycyl-glycin durch dipeptidavSefreie Hefe-Polypepti- 
dase; Hnzym menge und Umsatz. 

(49 mg dl-heucyl-glycyl-glydn, 0,2 ccm m/3-Phosphat von ~ 7,o; 0,2 ccm o,4n-Animoniak- 
Ammonchloridpuffer von pB. ~ 7.0. Vol.= 2 ccm. Substrat und Enzym vorher mit NH3 auf pB=?yO 
eingestellt. 40®; Spaltungszeit i Stunde. 


Enzymmenge 

0,05 

0,10 

0,20 

0,30 

0,40 

0,60 

0,80 I 

1,20 mg 

Spaltung (ccm n/20-KOH) . 

0,10 

0,32 1 

0,59 

0,83 

1,05 

i. 4 S i 

1,65 

1.99 

Spaltung % 

5 i 

16 i 

30 

41 

52 

72 1 

83 

100 


2. Verhalten gegen Proteine und Peptone. 

Die einheitliche Hefe-Polypeptidase ist gegenüber allen geprüften Proteinen 
einschließlich der Protamine und des Histons vollkommen unwirksam. Die beiden 
Pflanzenglobuline Bdestin und Glycinin konnten nur im abgekochten Zustand auf 
ihre Spaltbarkeit untersucht werden, da die uns zur Verfügung stehenden Präparate 
dieser Proteine, besonders des Glycinins, eine aktive Protease enthalten, die eine 

Tabelle 6. 

Einwirkung der Folypeptidase auf Proteine und Peptone. 

(2.65 mg Polypeptidase-Trockeupräparat aus Tab. 3, Fraktion 5 [ = 0,4 Einheiten], 40mg Substrat, 
Pn = 7,0. Vol. = 2 ccm. Titration mit n/20-KOH.) 


Substrat 

Spaltung nach Stuuden (ccm n/20-K 
4 I 2+ [ 48 

:oH) 

70 

Eieralbiimin, nativ 



1 0,01 

0,00 

0,01 

Eieralbumin, denaturiert 

~ 

0,00 1 

1 0,01 

0,01 

Fibrin 

— 

0,02 1 

0,00 

— 

Gelatine 

— ; 

— 0,01 1 

0,01 

0,00 

Casein 

— 

0,02 1 

0,01 

0,00 

Histonsulfat 

— 

S 0,01 

0,02 

0,02 

Salminsulfat 

0,03 

1 0,00 1 

' —0,01 

— 

Clupeinsulfat 

— 0,01 

! 0,01 1 

' —0.02 

— 

Glycinin 5 *, migekocht 

— 

! 1,84 j 

' 5,22 

2,80 

Glycinin, Kontrolle ohne Enzym 

— 

1 0.85 1 

I 2,25 

— 

Glycinin, gekocht 

— 

0,00 

1 —0,01 

— 0,01 

Edestin ungekocht 


i 0,12 

! 

0,38 

Pklestin54^ gekocht 

— 

0,00 

0,01 1 

0,01 

Hordein 5 “^ 

— 

0,01 

, ~ 

0,00 

Lysalbinsäure aus Ei 5 ‘> 

0,00 

! —0,02 ■ . 

— 0,02 

— 

Eysalbinsäure aus Casein 

- 0,02 j 

1 0,01 j 

' 0,02 

— 

Protalbinsäure aus Ei 5 ‘^ 

0,00 

— 0,02 

— 0,02 

— 

Protalbüisäure aus Casein 5 ^ 

0,01 

0.01 

0,00 

— 

Albmninpepton Merck 

0,54 

1-37 

1,60 

— 

Gelatine, mit Papaiu vorverdaut 

0,10 

0.32 

0,60 

— 

Gelatine, mit Papain-HCN vorverdaut .... 


0.34 

0.63 

— 

Gelatine mit Hefeprotease-HCN vorverdaut . . 

0,28 

0,67 

0,80 



5 ^ Wir verdanken diese Präparate dem Forschungslaboratorium der I. G. Farbenindustrie A. G., 
Werk Oppau, dem wir für die Überlassung auch- an dieser Stelle bestens danken. 
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Spaltbarkeit vortäuscht; die abgekocliten Globuline waren wie alle übrigen Proteine 
für die Hefe-Polypeptidase unangreifbar. Auch die durch Alkaliwirkung aus Albumin 
und Casein gebildeten ersten Abbauprodukte, die sogenannte Lysalbiu säure und 
Protalbinsäure 55 , widerstehen der Einwirkung des Enzyms. Dagegen werden die 
durch enzymatischen Abbau mit Pepsin, Papain, Papain-HCN oder Hefeproteina.se 
erhaltenen Peptone von der Polypeptidase weiterhydrolysiert, 

3. Hemmbarkeit durch Blausäure und Schwefelwasserstoff. 

Im scharfen Gegensatz zur Proteinase wird die Hefe-Polypeptidase sowohl durch 
Blausäure wie durch Schwefelw'asserstoff stark gehemmt. Noch kräftiger ist die 
hemmende Wirkung dieser Reagenzien im Falle der Dipeptidase; die in unserem 
Versuch angewandte Konzentration genügte hier zur vollkommenen Hemmung. 


• Tabelle 7, 

Hemmung der Polypeptidase durch Plausäure und Schwefelwasserstoff. 
(Volmnen der Versuchsprobe 2 ccni; 40*^.) 



Substrat 

i 

i Zusatz 

1 

jjjt 

Spaltung nach Stun<Jcn (ccm n'zo-KOU) 

I ! 2 1 3 20 

0,32 Po.-L. 

49 mg Lcucyl- 


7 ,« 

1,41 

1,98 

) — i 2.00 


glycyl-glyciii 





1 1 



; r mg HCN 


0,27 

0,44 

j - 1 i,ii 



i,3mgH,S 

7.0 

0,03 

0,07 

0,22 

0,2 Di-.Ü. j 

45 mg Leucyl-glyciii 

— 

7,8 

1,22 

2,00 

1 1 

1 2,30 j — 

1 

1 


; I mg HCN 

7.8 

0,00 

0.01 

1 — Ü.OI ' — 



1 r,3 mg HiS 

7,8 

0.00 

I 0,02 

1 0,01 1 


HI. Zur Kenntnis der Hefeproteinase. 

I. Aktivierung durch Blausäure und Schwefelwasserstoff; 

Selbst aktivierung. 

Die Angaben der Tab. 8, die sich sämtlich auf Enzym lovsungen aus der gleichen 
Hefeprobe beziehen, zeigen zunächst in Übereinstimmung mit den Versuchen der 
Tab. 4 lind 15, daß die nach dem Verfahren des ersten Kapitels frisch dargestellten 
Proteinaselösungen gegenüber Gelatine auch bei langen Versuchszeiten völlig un- 
wirksam sind (Versuch i und 8) und daß sie ein beträchtliches Spaltungsvermögen 
für Gelatine durch Zusatz von Blausäure (Versuch 2 und 9) oder durch mehrtägiges 
Aufbewahren bei neutraler Reaktion (Versuch 3, 5, ii) gewinnen. Die Blausäure kann 
durch Schwefelwasserstoff ersetzt werden (Versuch 10 und 18). Die durch Aufbewahren 
bei />h -7 aktiv gewordenen Lösungen können durch Blausäure nicht oder doch 
nicht wesentlich in ihrer Wirksamkeit gesteigert werden (Versuch 3 und 4, ii und 12). 
Bei saurer Reaktion ~ 5,0) findet eine Selbstaktivierung nicht statt (Versuch 15 
und 18). Daher beobachtet man auch in den bei = 5 durchgeführten Spaltungs- 
versuchen selbst während langer Hydrolysenzeiten kein Anzeichen einer Selbst- 

5 ^ Vgl. C. Paai,. Ber, Chem. Ges. Bd. 35, S. 2195 [1902]. 
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aktivierung (Versuch i, 8 , 15). Umgekehrt lassen sich sogar die einmal voll akti- 
vierten Elutionen durch Aufbewahren bei saurer Reaktion wieder annähernd in die ' 
inaktive^ durch Blausäure aktivierbare Form zurückverwandeln (Versuch ir und 12, 
13 und 14), ohne daß dabei Verlust an Enzym eintritt (Versuch 12 und 14). In den 
rohen Uösungen scheint dagegen bei saurer Reaktion auch das Enzym selbst zerstört 
zu werden (Versuch 3 und 4, 6 und 7). Mit der Unbeständigkeit des natürlichen 
Aktiva tors in saurer Lösung hängt es wohl zusammen, daß auch Lösungen, die sich 
im maximalen Aktivierungszustand befinden, bei langen Spaltungszeiten in ihrer 
Leistung Zurückbleiben gegenüber den mit Blausäure aktivierten Vergleichsversuchen 
(Versuch ii und 12). Kalium- und Ammoniumchlorid, die nach den Angaben von 
Ringer und Grutterink (a, a. 0 .) die Auflösung unlöslicher Substrate durch Papain 
begünstigen sollen, erweisen sich in unseren Versuchen als vollkommen unwirksam 
(Versuch 16 und 17). Dasselbe gilt gemäß dem folgenden Versuch liinsichtlich der 
Peptonspaltung durch Papain. 

Substrat : Pepton aus Gelatine, durch erschöpfende Verdauung mit nicht aktiviertem Papain 
gewonnen. 

6 mg Succus Caricae Papayae, Merck, 0,40 g Pepton, m/25-I)inatriumcitrat />h = S.o Vol. 
= 10 ccm. 24 Stunden; 40°. Versuch a) ohne Zusatz, b) mit 5 mg HCN, c) mit 13,8 mg KCl. 
Hydrolyse entspricht bei a) 0,08, b) 1,19, c) o,oi ccm n/5-KOH. 


Tabelle 8. 

Selbstaktivierung und Aktivierbarkeit durch HCN und HjvS. 
(Bedingungen der Proteinasebestiiiimung ; Substrat Gelatine.) 


z 

Eflzytii 

Altcnmg 

Ange- 

wandt 

Zusatz 

Spaltung (ccm n/5-KOH) 

> 

ccm 

24 

48 

70 stunden 

1, 

Rohlösung 

— 

2,0 

— 

0,00 

0,01 

0.00 

2. 


-- 

2,0 

5 mg HCN 

0.63 

0,98 

1,04 

3- 


7 Tage bei pn = 7 

2.0 


0,42 

0,69 

— 

4- 

,, 

7 >» - - 

2,0 

5 mg HCN 

0.47 

0.95 

— 

5- 

,, 

2 1 Tage bei pn — 7 

2,0 

— 

0,40 

0,60 

— 

6. 


7 Tage bei p^ — 7, dann 

2,0 

— 

0,05 

0,12 

— 

7 - 

,, 

5 Tage bei = 5 

2,0 

5 mg HCN 

0,03 

0.12 

— 

8. 

Llution a. Tou- 
erdeadsorbat ; 


0,8 


0,00 

0,01 



9-1 


— 

0.8 

5 mg HCN 

0,50 

1,04 

— 

10. 

,, 

— • 

0,8 

6,5 mglfjS 

0.46 

0,70 

— 

II. 


10 Tage bei — 7 

1 0.8 

— 

0,60 

0,84 

— 

12. 

,, 

10 ,, ,, ,, 

1 0,8 

5 mg HCN 

0,60 

1,20 

— 

13- 


10 Tage bei p^ = 7, dann 

0.8 


0,18 

0,24 

— 

14. 


8 Tage bei = 5 

0,8 

5 mg HCN 

0.66 

1,08 

~ 

15. 


6 Tage bei pw = 5 

0.8 

— 

0,01 

— 

0,02 

16. 


0,8 

9.8mgNH4Cl 

0,02 

— 

0,02 

17- 


1 . }> 1. 

0,8 

1 3,8 mgKCl : 

0,01 

. — 

0,00 

18. 


M >> >> 

0,8 

6,5 mgHjS 

0,49 

— 

0,98 


2. Abhängigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration. 

Gelatine wird von der polypeptidasefreien, mit Blausäure aktivierten Hefepro- 
teinase optimal bei = 5,0 gespalten, während früher mit polypeptidasehaltigem 
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Enzymmaterial das Optimum bei ~ 5,2, in einem anderen Beispiel bei ^ 5,9 
bis p^ ~ 6,5 gefunden worden war. Der Verlauf der Aktivitäts-/>H"J^^rve, der durch 
steilen Abfall nach der sauren, weniger steilen nach der alkalischen ausgezeichnet 
ist, ist dem bei Papain und Bromelin ermittelten außerordentlich ähnlich, doch ist 
der Abfall nach beiden Seiten noch etwas steiler als ini Falle der beiden anderen Pro- 
teasematerialien (Tab. 9 und Abb. 2). 

Das gleiche Optimum und einen sehr ähnlichen Verlauf der /»jj-Kurve finden 
wir bei der Spaltung des durch Pepsinverdauung gewonnenen Merckschen Albuinin- 
peptons. Das Optimum stimmt mit dem für das Papain ermittelten überein; jedoch 
ist der Abfall auch hier nach beiden Seiten steiler als dort, aber nicht so steil als beim 
Bromelin. Diese Verschiedenheiten können durch die verschiedene Beständigkeit der 
Enzyme, unter Umständen auch durch ihre wechselnde Substrat affinität bedingt sein. 
Dagegen zeigt die Hefe-Polypeptidase bei der Spaltung von Pepton, wie bei der 
Hydrolyse der früher geprüften einfachen Peptide ein ausgesprochenes Optimum 
bei 7; ihre Wirkung ist bei p^ = 5 nur mehr gering. Die Gegenüberstellung 

dieser beiden Kurven und der früher mit dem ,,Hefetrypsin", also dem Gemisch 
aus Polypeptidase und Proteinase, ermittelten läßt klar ersehen, daß der früher 
beobachtete Verlauf durch Überlagerung der beiden Enzyniwirkungen zustande 
gekommen ist (Tab. 10 und ii; Abb. 3). 

, Tabelle 9. 

Gelatine.spaltung durch blausäureak ti vi crt e Hefeproteinase bei wech- 
selnder Wasserstoffionenkonzentration. 

(0,8 ccm Hefeproteinase, durch Tonerdeadsorptioii gereinigt, 5 mg HCN, o,Gg Gelatine in 10 ccm; 
pii eingestellt mit m/30-DiammonpIiospbat-Essigsäurcgemisch. 40°.) 

Vk I Hydrolyse (ccm 11/5-KOH) 


Beginn ' Knfle I 24 SWn. j 48 Stdn. 
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Tabelle 10. 

Hydrolyse von Albuminpepton durch nicht aktivierte Hefeproteinase bei 
wechselnder Wasserstoffionenkonzentration. 

( 1 ,0 ccm Proteinaselösung, nicht gealtert, durch Tonerdeadsorption gereinigt ; 0,4 g Albumin- 
pepton [Merck] in 10 ccm; pH eingestellt durch m/25-Diammonphosphat-Essigsäuremischung.) 


PH 1 

Spaltung nach 20 Stunden 
(ccm n/5-KOH) 

Beginn ! 

Ende 

3.8 

3,8 

0,00 

5,0 

5,0 

0,88 

6,0 

6,0 

0,70 

7,0 

! 7,0 

0,44 


Tabelle 11. 

Hydrolyse von Albuminpepton durch Hefe-Polypeptidase bei wechselnder [H*]. 
(13.3 Polypeptidase -Trockenpräparat {=2,0 Po.-K.); 0,4 g Albuminpepton; Vol. = 10 ccm.) 


Pu 

Beginn j 

Ende 

^ Spaltung nacli 20 Stunden 
(ccm n/5-KOH) 

5.0 

5,0 

0,17 

6,0 

6,0 

2,10 

6.5 ' 

6,4 

2,53 

7,2 

7,1 

2,70 

7.6 

7,5 

1,94 

8,0 

8,0 

1,40 



Abb. 3. Hydrolyse von Albuminpepton Merck: 

a) durch Hefeproteinase ( — o — o — ), 

b) durch Hefe-Polypeptidase ( — A — A — ), 

c) durch ein Gemisch beider Hnzyme (nach WnxiySXÄTTER und Grass- 

MANN, a. a. 0 .) ( X X ). 

Spaltungen in Proz. der Maximalwerte. 
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Bei den Substiaten Fibrin und Edestin dagegen ergab sich das Optimum recht 
scharf beim Neutralpunkt, die Wirkung bei = 5 fanden wir nur geringfügig. Um 
zu prüfen, ob etwa die höhere Phosphatkonzentration, die wir in diesen Versuchen 
angewandt haben, für die beobachteten Unterschiede verantwortlich zu machen ist 
me dies nach den Mitteilungen von Ringer und Grutteeink (a. a. O.) im Falle des 
apains anzunehmen wäre, haben wir einige Versuche mit Edestin auch ohne jeden 
Pufferzusatz ausgeführt. Die Hydrolysenniischung wurde lediglich durch geringe 
Mengen von Essigsäure oder Ammoniak auf die gewünschte Acidität gebracht. Auch 
in diesem Falle finden wir die Spaltung bei ^„ = 7 erheblich, nämlich etwa zwei- bis 
dreimal rascher als bei = 5. Es ist nach den Versuchen von Ringer wohl mög- 
hch daß Art und Konzentration der Puffermischungen den Verlauf der ^„-Kurve 
modifizieren können; aber dieser Einfluß dürfte, wenigstens bei den in unseren Ver- 
suchen üblichen Pufferkonzentrationen, zurücktreteii gegenüber dem wesentlicheren 
Eitiflusse des Substrates, der durch dessen elektrochemische Natur gegeben ist. Auch 
einige Versuche der Tab. 15 zeigen den Einfluß dieses Faktors. Casein (isoelektrischer 
unkt = 4,8) wird bei /.„ = 5 _ obwohl es hier unlöslich ist — weit besser gespalten 
als bei y, das basische Histon verhält sich umgekehrt. 

02K EdSttaTnX-rnf't’'' Pf 4 ccm selUstaktivierte Proteiimse-Rohlasung, 

g rvüestin in lo ccm; eingestellt mit Essigsäure bzw. Aniinoniak. ^ 

Hydrolyse nach 2u 42 Stunden 

bei ^ 5 0,12 0,40 ccm n/5-KOH 

bei p'ii — / 0,34 0,77 ccm n/5-KOH. 

Tabelle 12. 

Fibrinspaltung durch blausäureaktivierteHefeproteina.se bei wechselnder Wa.sser- 

Stoffionenkonzentration. 

(2 ccm Ilefeproteinase, durch Tonerdeadsorption gereinigt, 2 Tage alt; 5 mg HCN; 04 g Fibrin 
in IO ccm; p^ eingestellt mit m/i2>Diaininonphospliat-Kssigsänremischung ) 


V 

Beginn 

K 

Bnde 

Spaltung nach 25 Stunden 
(ccm n/5-KOn) 

5.0 

5.0 

0,08 

6.0 

5 .« 

0.35 

7.1 

7.0 

0,60 

8,0 

7.9 

0.35 
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Tabelle 13. 

Hydrolyse von Hdestin durch blausäureaktivierte Hefeproteinase bei wech- 
selnder [H‘]. 

(0,3 g Edestin, sonst wie Tab. 12.) 


Ph 

Spaltung (ccm n/ 5 -KOH) 

Beginn 

Ende 

24 Stunden 

48 Stunden 

5.0 

5.0 

0,05 

0,25 

6,0 

5-9 

0,30 

i 0,55 

7.0 

7.0 

0,62 

1 0,88 

8,0 

8,0 

0,37 

0,52 



. pff 5 6 7 8 

Abb, 5. Abhängigkeit blausäure aktivierter Hefeproteinase; Substrat Edestin. 

Für die Fibrinhydrolyse durch blausäureaktiviertes Papain haben WibLSTÄTTER 
und Mitarbeiter (a. a. O.) das Optimum bei ^ 7,2 gefunden; unser Befund an 
der Hefeproteinase stimmt damit annähernd überein. Im Falle des Fdestins war 
jedoch zum Zwecke des Vergleiches die ^H-^bhängigkeit der Papainhydrolyse noch 
zu ermitteln. Gemäß den Angaben der Tab. 14 ist der Verlauf der Aktivitäts-/>ji- Kurve 
in diesem Falle etwas flacher; das Optimum liegt aber auch hier in der Nähe des 
Neutralpunktes, jedenfalls zwischen ^ 6,0 und 7,4. 

Tabelle 14. 

Hydrolyse von Edestin durch Papain-HCN bei wechselnder [H*]- 
(0,3 g Edestin, 6 mg Papain, 5 mg HCN; alle übrigen Bedingungen entsprechend Tab. 12.) 


Ph 

1 Spaltung (ccm n/ 5 -KOH) 

Beginn 

Ende 

3 Stunden 

4,5 Stunden 

5.0 

5.0 

0,46 

0,62 

6,0 

6,0 

0,61 

0,75 

6,6 

6,8 

0,71 

0,76 

7.4 

7.4 

0,69 

0,73 

9.3 i 

9.3 

0,37 

0,38 
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3. Zur Spezifität der Hefeproteinase. 

In den vorausgehenden Abhandlungen sind zahlreiche Dipeptide und Polypep- 
tide und deren Derivate hinsichtlich ihres Verhaltens gegenüber der Hefeproteinase 
geprüft worden. Das Ergebnis war^ daß das Enzym, falls es frei von den beiden 
Peptidasen vorliegt, keines der untersuchten synthetischen Substrate zu spalten ver- 
mag. Dies gilt auch hinsichtlich solcher Peptide und Peptidderivate, die vom Pan- 
kreastrypsin hydrolysiert werden. Die Versuche der vorliegenden Arbeit (Tab, 15) 
gelten dem Verhalten des Enzyms gegenüber Proteinen und Peptonen. Die Pest- 
stellung, daß sämtliche geprüfte Proteine einschließlich der Protamine von dem 
aktivierten Enzym, nicht aber von der inaktiven Form gespalten werden, bedeutet 
nur eine Erweiterung der weiter oben mitgeteilten Ergebnisse am Substrat C Gelatine. 
Wichtiger aber ist im Hinblick auf die analogen Verhältnisse bei anderen Proteasen 
die Tatsache, daß auch das inaktive Enzym noch gewisse spezifisch enger umgrenzte 
Leistungen auszuüben vermag. So hydrolysiert die nicht aktivierte ProteinavSe sowohl 
Albuminpepton wie auch das durch Verdauung mit Papain aus Gelatine gebildete 
Pepton, aber die Spaltung dieser Substrate wird durch die Aktivierung mit Blau- 
säure befördert. Völlig abweichend verhält sich dagegen das durch erschöpfende 
Verdauung mit Papain-HCN gebildete Gelatinepepton. Es wird weder von akti- 
vierter noch von inaktiver Hefeproteinase weitergespalten. Die Hefeproteinase kann 
also in ihrer spezifischen Wirkung bei der Gelatinehydrolyse durch Papain-HCN, 
aber nicht durch Papaiii allein oder durch Pepsin vollkommen ersetzt werden. Um- 
gekehrt wird das durch erschöpfende Verdauung mit Hefeproteinase-Blausäure 
gebildete Pepton durch Papain und durch Papain-HCN weiterge.spalteii ; dieser. 
Befund ist im theoretischen Teil diskutiert worden. 

6 g Gelatine wurden mit 66 mg eines polypeptidasefreien Trockenpräparates der Hefe- 
proteiiiase in Gegenwart von 50 mg HCN und m/30-Dinatriunicitrat im Volumen von 100 ccm 
12 Tage bei 40"" verdaut. Die Hydrolyse, durdi Titration von 2-ccm-Probeii verfolgt, .stand 

Tabelle 15. 

Binwirkung von Hefeproteinase mit und ohne Aktivatoren auf Proteine und 

Peptone. 

(Biizym mit 0,4 g Protein in roccm; 40°.) 


Enzym 

Substrat 

Zusatz 

Ph 

SpaltuiiK (ccm n/5‘K0H) 

20 Stunden j 44 .Stunden 

2 ccm frische Elution 

Gelatine 

1 

5.0 

0,01 

0,02 


,, 

5 mg HCN j 

S.o 

0,50 

0,98 


Casein 

— ! 

5.0 

0,01 

0,04 



5 mg HCN j 

5.0 

0,70 

1.03 


Histon 

— 1 

5.0 

0,02 

0,03 



5 mg HCN j 

5.0 

0,12 

0,26 


i ” 

— i 

7.0 

0,03 

0,01 

,, 

i ,, 

5 g HCN m 1 

7.0 , 

0,40 

1 0,56 


Eieralbumin 

1 

5.0 

0,00 

1- 0,01 

r, M 


5 mg HCN ' 

5.0 ; 

0,12 

1 0,21 


56 Zs. f. physiol. Ch, Bd. 167, S. 202 [1927]^ Ber. Cliem. Ges, Bd. 61, S. 656 [1928] {Abh. 12$ 
u. 12'jY * 


109’ 
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Tabelle 15. (Fortsetzung.) 


Enzym 

Substrat 

Zusatz 

Ph 

Spaltung (ccm 11/5 -K OH) 

20 Stunden 

44 stunden 

62 Stünden 

2 ccm frische Elution 

Edestin 



7,0 

0,01 

0,01 



,, 

1; mg HCN 

7,0 

0,62 

0,88 



Fibrin 


7.0 

0,05 

— 


» » /T n 

,, 

5 mg HCN 

7.0 

0,60 

— 


,> t> tr 

Salmin 

— 

7.0 

0,03 

0,02 


,, ,, ,, 


<; mg HCN 

7.0 

0,56 

0,76 


,7 77 7’ 

Clupein {0,2 g) 

— 

7.0 

0,03 

0,05 


M >> ff 


5 mg HCN 

7.0 

0,31 

0,40 


0,8 ccm Elution aus ge- 
alterter Lösung . . . 

Gelatine 


5.0 

0,48 

0,82 


Desgl 

Casein 

— 

5.0 

0,88 

1.36* 


Desgl 

,, 

— 

7.0 

0,02 

0,12 


Desgl 

Histon 

— 

7.0 

0,82 

1.25 


Desgl 

Eieralbimiin 

— 

5.0. 

0.16 

0,16 


Desgl 

Fibrin 



7.0 

0,70 

— 


Desgl 

Edestin 

— 

7.0 

0,75 

1,20 


Desgl 

Salmin 

— 

7.0 

0,88 

I.I I 


J3esgl 

Hordein 

— 

7.0 

0,15 

0,25 


I ccm frische Elution 

Älbuminpepton 

(Merck) 


5.0 

0.88 

1,26 

_ 


desgl. 

5 mg HCN 

1 5.0 

1.56 

2,16 

— 

2 ccm 

Papainendpepton aus , 
Gelatine 


5.0 

0,16 

0,50 

0,77 


desgl. 

5 mg HCN 

5.0 

0,50 

■ 0,94 _ 

1,25 


Papain-HCN-End- 
pepton aus Gelatine 


i 5.0 

0,02 

0,04 


M 

desgl. 

5 mg HCN 

1 5.0 ' 

0,01 

0,02 


2 ccm Elution aus ge- 
alterter Lösung . . . 

Albuminpepton 

(Merck) 

j 

5.0 

0,87 

I.3I 



Desgl 

Papain-Endpepton 
aus Gelatine 


i 5.0 

0,62 

1,00 


Desgl 

desgl. 

5 mg HCN 

5.0 

0,71 

1,05 

— 

Desgl 

Papain-HCN-End- 
pepton aus Gelatine 

i 

■ 5.0 

0,00 

0,02 


Desgl 

desgl. 

5 mg HCN 

! 5.0 

0,01 

O.OI 

— 


bei einem Aciditätszuwachs entsprechend 1,40 ccm ^/jo-KOlI. Erneute Zugabe von 40 mg Enzym 
bewirkte in 2 Tagen keine weitere Hydrolyse. Durch sechsmaliges Abdampfen im Vakuum wurde 
die Blausäure vollständig entfernt. Das gewonnene Pepton ist dmch Papain, besser durch 
Papain-HCN spaltbare 

80 mg Pepton, 2 mg Papain, /jh — 5.0 


Spaltungszeit 

5 

22 

48 Stunden 

Hydrolyse ohne HCN 

0,37 

0,95 

1,10 ccm “/lo-KOH 

Hydrolyse in Gegenwart von 5 mg HCN 

1.15 

1,80 

2,15 ccm “/jo-KOH. 





Anhang. 




Nachtrag zum Abschnitt IX. 

Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft 6i, S. S86 [1928]. 


130. ÜBER ASYMMETRISCHE ESTER-HYDROLYSE DURCH ENZYME. 

Von Richard Willstätter, Richard Kuhn und Eugen Bamann*. 

Erste Mitteilung, 

(Aus dem Chemischen baboratoriuni der Uayerischeii Akademie der Wisseiischafteu in München.) 

(Eingegaiigeii am 22. März 1928.) 

Wird rac. Mandelsäure -äthy fester durch Eeber-Esterase (vom Schwein) 
gespalten, so findet man bei Unterbrechung der Hydrolyse rechtsdrehende Mandel - 
säure neben linksdrehendem Ester im Reaktionsgemisch'. Es liegt nahe zu 
schheßcn, daß der (+)-Ester2 vom asynimetrischen Enzym rascher als der ( — ) -Ester 
angegriffen wird. Prüft man diese Folgerung, [887] indem man unter gleichen Be- 
dingungen Rechts- und Links-Ester einzeln als Substrate verwendet, so findet man 
entgegen aller Erwartung, daß das Enzym den ( — ) -Ester bevorzugt (Abb. i und 2)- 

Diese Feststellung hat Hr. F. Memmen mit uns schon im Soinniersemcstcr 1924 
gemachte Etwa gleichzeitig haben P. RoNA und R. Ammon dieselbe Erscheinung 
beobachtet und folgende Erklärungsmöglichkeiten angeführt 5 : ,, Diese merkwürdige 
Tatsache liegt vielleicht in dem eigentümlichen Wesen des Racemates begründet. Es 
könnte aber auch die Affinität des Ferments zu den beiden optisch aktiven Formen 
des Substrats verschieden sein und ferner nicht parallel gehen mit den Zerfalls- 
geschwindigkeiten der d- bzw. I-Substrat-Fcrment-Verbindung. (Fußnote: Auf diese 
Möglichkeit hat uns Hr, H. H. Weber aufmerksam gemacht.)“ 

* ln dieser Überschrift hätte der Name meines Freundes Richard Kuhn voransichen sollen; 
ich hatte es so gewünscht, da es besser seinem Anteil an der vorhegenden Arbeit entspräche. Die Fertig- 
Stellung der Abhandlung und ihre Korrektur ist aber in Zürich erfolgt. 

^ H. D. Dakin, Proceed. Chem. Soc. Ivondou 19, 161 [1903]; Journ, Physiol. 30, 253 [1904], 
32. 199 [1905]. 

* In den früheren Untersuchungen auf diesem Gebiete bedeuten d- und 1- den Drehungs- 
sinn von Ester und Säure. Da nach K. FreudenbERG, F. Brauns und H. SiEGEu. B. 56, 193 
[1923], die Rechts-Mandelsäure der 1-Reihe angehört, die absolute Konfiguration bei unseren 
Betrachtungen aber vorerst keine Rolle spielt, sollen von nun an die Synibole (+} und ( — ), und 
zwar für das Vorzeichen des Drehungsvermögens, Verwendung finden. 

3 1 Entsprechende Versuche mit PankreasEipase wurden erstmals besdirieben von R.WlUk- 
sTÄTtER und F. Memmen, Ztschr. physiol. Chem. 138, 216 [1924]» und zwar 8,252 {Abh.^ 6 ). 
Durch Pankreasenz3nn ^vird sowohl einzeln als auch hn Gemisch der Links-Ester schneller als 
der Antipode gespalten. 

Biochem. Ztschr. i8r, 49 [192Ö/27I. 5 a. a. O.. S. 70. 
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Abb. I. Einzeln wird der {— )- 
Ester rascher gespalten. 



50 min W 


Abb. 2. Im Gemisch eilt die Hydrolyse . des 
(4 ) -Esters voran. Die Kurven sind aus dem 
spez. Drehungsvermögen der isolierten (-f)- 
Mandelsäure errechnet. 


Bei uns stand von Anfang an die zweite B)rklärungsmöglichkeit im Vordergrund, 
zumal sie den auf L. Michaelis und M. I^, Menten^ fußenden allgemeinen Betrach- 
tungen R. Kuhns ^ über die Spezifität von Knzymen entspringt. Demgemäß wird das 
Verhältnis der Geschwindigkeiten, mit denen (-h)- und ( — ) -Mandel säureester im 
Gemisch (Racemat) gespalten werden, bedingt sein: i. durch das Verhältnis der 
Affinitäten, welche die Esterase [888] gegenüber (-f-)- und ( — ) -Ester betätigt, 
2 . durch das Verhältnis der Geschwindigkeiten, mit denen die Esterase- (-[-)- 
Ester- und Esterase- ( — ) -Ester- Verbindung hydrolytisch zerfällt. 

Was bisher unter ,, optischer Spezifität' ‘ von Esterasen verstanden wurde, ist 
eine komplexe Erscheinung, in der die beiden genannten Einflüsse gleichzeitig zur 
Geltung kommen. 

Die relative Spezifität der Saccharase gegenüber Rohrzucker und Raffinose wurde 
quantitativ abgeleitet aus den Dissoziationskonstanten und den spezifischen Zerfalls- 
geschwindigkeiten der Verbindungen, die das Enzym mit dem Di- uud Trisaccharid 
eingeht 8. In der vorhegenden Abhandlung, deren Vollendung durch äußere Umstände 
lange verzögert wurde, wird die optische Spezifität der Leber-Esterase in ent- 
sprechender Weise aus den Dissoziationskonstanten und Hydrolysenge- 
schwindigkeiten der Reaktions-Zwischenprodukte erklärt. „Die Zerlegung 

^ Biocliem. Ztschr. 49, 333 [1913]. 

7 Ztschr. physiol.Chem. 125, i uiid 28 [1922/23] {Abh.80 ; Naturwiss. 1923, y^2{Ahh.y)\ 

C. Oppenheimer, R. Kuhn, Die Fermente, ^.AnfL, I., Leipzig 1925, S. 19 3 ff. Überlegvmgen 
ähnlicher Art hatte schon K. Fajans angestellt (Dissertat., Heidelberg 1910; Ztschr. physikal. 
Chem. 75, 232 [1910]), um die Synthese von optisch aktivem Benzaldehyd-cyanhydrm durch 
Emulsin zu erklären. 

8 Gleichartige Untersuchungen über «- und |ß-Glucosidascn liegen vor von R. WirusTÄTTER, 
R. Kuhn imd H. SoboTka, Ztschr. physiol. Chem. 129, 33 [1923], 134, 224 [1923/24] [Abh. Sj 
und 86), 
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in Glieder, von denen jedes für sich nur die Zusammensetzung oder Konzentration, 
die Bildungs- oder Zerfallsgeschwindigkeit der Reaktions-Zwischenprodukte betrifft, 
das- ist es, was wir von einer rationellen Dynamik der Ferment-Reaktionen in der nächsten 
‘Zukunft erhoffen .“ 9 

In den Untersuchungen über Carbohyd rasen, die unter diesem Gesichtspunkt 
durchgeführt wurden, ergab sich, daß aus dem Substrat mit größerer Affinität in 
der Regel auch die Enzym-Substrat-Vcrbindung mit größerer Zerfallsgeschwindigkeit 
gebildet wird. Abweichungen von der Parallelität dieser an sich durchaus unab- 
hängigen Größen, wie sie bei der Spaltung von Maltose und cJt-Methyl-glucosid durch 
Hefeauszüge zur Beobachtung gelangten waren zu erwarten. Sie boten aber dort 
wenig Interesse. Bei den Ksterasen erlangen sie entscheidende Bedeutung. 

Wir finden nämlich, wenn (+)- und ( — ) -Ester einzeln als Substrat benutzt 
werden, nur im Gebiete verhältnismäßig hoher Ksterkonzentrationen die linksdrehcude 
Verbindung von der Esterase bevorzugt. Bei einer Konzentration von 0,001 Mol. 
Mandelsäureester im Eiter ist die Geschwindigkeit für beide Antipoden annähernd 
gleich, und in noch verdünnte re n Eösungen kehrt sich das Verhältnis um : In 0,0001 n- 
Eösung wird der (-f )-Ester 1,7 mal rascher verseift als der ( — )-Ester, während in 
0,025 n-Eösuug der (—) -Ester 1,6 mal rascher reagiert. In Abb. 3, die zu Tab. 3 
gehört, sind die in gleichen Zeiten gebildeten Mandelsäure-Mengeii als P'unktion des 
Eogarithmus der reziproken Substrat- Konzentration ( — log [ 5 ]) auf getragen. Sie stellen 
ein direktes Maß der Reaktionsgeschwindigkeiten dar, da der zeitliche Verlauf der 
Hydrolysen bis zu sehr hohen Spaltungsgradcn genau linear ist (Abb. i). Aus Abb. 3 
läßt sich der Quotient: 

Oeschw. der { -)-Ester-Spaltung 
^ Geschw. der (-f-)-Ester-Spaltung 

als Funktion von — log [S] ableiten. Es ergibt sich das in Abb. 4 dargestellte Bild. 
Man erkennt, daß im Bereich sehr niedriger Ester-Konzentrationen [889] Q < i ist, 






4^ 


■«r- 




/ 


-Ä/pr 


1 

■ 

■ 




J 

1 

■ 


■ 

■ 



i 

g| 




■ 

■ 


Abb, 3. Al^tivitäts-/>s-Kurven. 



Abb, 4, Einfluß der Substrat-Kouzen- 
tration auf das Verhältnis der 
Hydrolysengeschwindigkeiteii , 


9 C. Oppenhbimer-R. Kuhn, Die Fermente, 5. Aufl., I., Leipzig 1925, S. i;/. 

R. WtostÄTTEr, R. Kuhn und H. S9B0XKA, Ztschr. physiol. Chem, 134, 224 [1923/24]. 
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entsprechend der größeren Verseifungsgeschwindigkeit des (-(-)-Ksters, daß aber mit 
steigender Substrat-Konzentration Q> i wird und dann der ( — )-Ester bevorzugt 
wird. Der Maximalwert von Q beträgt i,6. Bei noch höheren Ksterkonzentrationen 
nimmt Q wieder ab. Diese Werte, die schon in das Sättigungsgebiet der Bster-Lösungen 
fallen, glauben wir bei der quantitativen Auswertung vernachlässigen zu müssen. 

Die Dissoziationskonstanten : 

[Elstcrase] x [ ( + )-Maiidelsäure-ester] 

[Esterase-( +)'Bster-Verbindung] 
j r^/ V [Bsterase]x[(-)-Mandelsäure-ester] 

[ EvSterase- ( — ) -Ester- Verbindung] 

entsprechen den Wendepunkten der /Jg-Kurven in Abb. 3, welche auf halber Höhe 
der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten liegend letztere ergeben sich durch 
Bxtrapoheren auf sehr hohe Substrat-Konzentration für den ( — )-Bster zu 2,6 mg, für 
den (-f) -Ester zu 1,6 mg Mandelsäure, die durch 2,0* Ei'-B.” bei y und 25 ° in 
25 Minuten gebildet werden. Daraus folgt: 

-logK{ + ) = 3,3 
und — log K{-) = 2,8. 

Die Affinität der Bsterase zum (-^)-Bster ist also 3,2 mal größer als zum ( — ) -Ester. 

Umgekehrt zerfällt aber die Bsterase-( — ) -Bst er- Verbindung 1,6 mal rascher als 
die Bsterase- (H") -Bst er-Verbindung, Das Verhältnis: 

Ä(-) : kU) = j,6:i 

ergibt sich unmittelbar aus den für sehr hohe Substrat- Konzentrationen extrapolierten 
Geschwindigkeiten. 

Aus dem Verhältnis der Affinitäten und dem der Zerfallsgeschwindigkeiten folgt 
die Erklärung des anscheinenden Widerspruchs (Abb. i und Abb, 2), [890] der zwischen 
dem Verhalten des Racemats und dem der optischen Komponenten besteht: Obwohl 
der Uinks-Bster allein schneller gespalten wird als der Rechts-Ester, 
wird bei der Hydrolyse des Gemisches der Rechts-Bster bevorzugt, 
weil seine Affinität zur Esterase diejenige des Antipoden 3,2fach über- 
trifft, während das Verhältnis der Hydrolysengeschwindigkeiten nur 
1,6 : I zugunsten der Bsterase-Einksester-Verbindung beträgt. 

Bei relativ hoher Substrat- Konzentration, die hier schon in o,oin-Eösung vor- 
liegt, wird sich das Enzym gemäß dem Verhältnis seiner Affinitäten ijK auf (-f)- 
und ( — -Ester verteilen, so daß das Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten bei 
Anwendung des Gemisches: 

= Ä(+)/Ä( )•£( )/K{ + ) = 1/1,6 -3,2/1 = 2,0 

zugunsten des {-[-) -Esters liegen wird. Die Zahl 2,0 ist zu vergleichen mit dem Ver- 
hältnis v['^) : v(~), das aus dem spezifischen Drehungsvermögen der Mandelsäure 
folgt, die bei Unterbrechung der Racemat-Spaltung erhalten wird. 

* In der Originalabh. stand irrtümlich 0^4; entsprechende Änderungen finden sich in den 
Angaben zu Tab. 2 und 3. 

" Diese Lipase-Einheiten (Substrat: Buttersäure-tnethylester) haben R. WlixSTÄTXER und 
F. Memmen, Ztschr. physiol. Chem. 138, 216 [19:54], und zwar S. 227, vorgeschlagen [Ahh.gs). 



1739 


Uber asymmetrische Elster-Hydrolyse durch Enzyme. 

Wir haben gefunden, daß innerhalb der untersuchten Grenzen ~ 6,o bis 
Pn = 8.0) die optische Aktivierung des rac. Mandelsäure-Ksters von der Wasserstoff- 
loüen-Konzentration sowie von der Menge 
des angewandten Enzyms (i : 3) unab- 
hängig ist (Abb. 5), und daß für das spez. 

Drehungsvermögen der entstehenden Man- 
delsäure nur der erzielte Spaltungsgrad 
bestimmend ist. Mit Rücksicht auf den 
linearen zeitlichen Verlauf des Umsatzes 
sollte das in den allerersten Reaktions- 
stadien zu beobachtende der Mandel- 
säure längere Zeit konstant bleiben und 
erst absinkeii, wenn die Haupt menge des 
(+) -Esters verbraucht ist. Der Anstieg 
[«Jo-Kurve in Abb. 5 bei kleinen Spal- ’ 
tungsgradeii bedarf noch einer Erklärung* 2. 

Die höchsten [^Ji^-Werte betragen +70 ^ 

Daraus berechnet sich, daß zu Beginn der Reaktion neben je i Mol. (— )-Estcr 
[891] 2,6 Mol. (-l-)-Ester zerfallen. Das Verhältnis : v{ ~) für die Hydrolyse des 
Gemisches beträgt nämlich auf Grund der optischen Daten: 

' i-'C) -= {155 + 70): (155 — 70) = 2 /w. 

worin 155 das der reinen Mandelsäure bedeutet' h 

Aus der befriedigenden Übereinstimmung dieser Zahl mit der oben auf theore- 
tischem Wege abgeleiteten (2,0) ist zu schließen, daß im Gebiete sehr verdünnter 
Lösungen die Beziehungen zwischen der Leber-Esterase und den aktiven Mandelsäure- 
estern sehr annähernd durch das Massen Wirkungsgesetz geregelt werden. Es ist 
möglich, aus Titrationsversuchen allein die polarimetrischen Befunde bei der Racemat- 
Spaltung mit großer Annäherung vorauszusagen. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft drücken wir unseren 
aufrichtigen Dank aus für die Förderung dieser Arbeit durch ein (Herrn E. Bamann 
gewährtes) Forschungs-Stipendium. 

Beschreibung der Versuche. 

I, Substrate. 

rac. Mandelsäure-äthylester wurde mehrfach aus Petroläther umkrystalli- 
siert. Selbst dreimaliges vorsichtiges Unikrystallisieren gibt noch keine Gewähr für die 

Die Ursache vermuten wir in dem Abfall der 0 -Kurve (Abb. 4) bei höheren Substrat- 
konzentrationen. Wenn, wie für die Versuche der Tab. i (Abb. 5), Esterlösungen verwendet 
werden, die mehr als 0,02 Mol/Eiter enthalten, so muß bei fortsclireitender Spaltung ) 

anfangs etwas zunehmen. 

Extrapoliert man die [«Jo-Kurve (Abb. 5) auf 0% Spaltung unter Berücksichtigung der 
Kouzentrationsabhängigkeit von Q (Abb. 4), so ergibt sich [«]„ zu etwa fso® (^ = o). Daraus folgt: 
i'C*') : i7(” ) = {155 -f 50) : (155 — ^o) — 2,0 extrapol. 
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Abb. 5. Da.s sjDczifisclie Drehlings vermöge 11 der 
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Erzielung eines „induktionsfreien“ Präparates* Wir empfehlen — auch für die Anti- 
poden — sehr viel Lösungsmittel anzuwenden. 

(+)-Mandelsäure-äthylester: Das Cinchonin-Salz der (-(-) -Mandelsäure* ^ 
wurde dreimal aus Wasser umkrystallisiert und die daraus in Freiheit gesetzte Säure 
(40 % d. Th.l aus Benzol umkrystallisiert, wobei sie in optisch reiner Form erhalten 
wurde : 

[«Jt® = {+2,19® X 100) : (2 X 0,6997) = -(-156,5® {in Wasser). 

Der Ester wurde nach R. Wieesxättkr und F. Memmen* ^ aus dem Silbersalz 
mit Jodäthyl erhalten. Nach zweimaliger Krystallisation aus Petroläther fanden wir: 
[^j2o ^ (^2,80° X 100) : (2 X 0,6825) = -j-205,1® (in CSj). 

Der Schmp. lag bei 31,3° * 7 . 

( — )-Mandeisäure-äthylester: Die Bereitung des Morphin-Salzes geschah 
nach A. Mc Kenzie*^, übereinstimmend mit den [892] zusammenfassenden Angaben 
von P. Rona und R. Ammon. Die Ausbeute an optisch reiner ( — )-Säure betrug 
40 % d. Th. 

[a]^8 _ {_2 ,o 3® X 100) : (2 X 0,6464) = —157,1° (in Wasser). 

Der aus dem Silbersalz mit Jodäthyl gewonnene Ester schmolz nach zweimaliger 
Krystallisation aus viel Petroläther bei 31,3°. 

2 . Enzym-Material. 

Nach dem neuen vereinfachten Verfahren von R. WiEESTÄTTER, E. Eamann 
und J. Waerschmidt-Graser* 9 wurde Leberpulver vom Schwein mit der 5ofachen 
Menge “/40-Ammoniak etwa r Stunde ausgezogen und das Filtrat mit Essigsäure 
vorsichtig angesäueit. Die vom ausfallenden Niederschlag abzentrifugierte Enzym- 
Lösung wurde 4 Tage der Dialyse in Hammel-Blinddärmen gegen fließendes destilliertes 
Wasser unterworfen. Die filtrierte, schwach bräunlich gefärbte, klare Lösung diente 
für die Versuche. Die Wirksamkeit, die wir vor Beginn jeder Versuchsreihe erneut 
bestimmten, blieb viele Monate völlig konstant, wobei wir die Lösung, mit Toluol 
überschichtet, im Eisschrank aufbewahrten. Der Reinheitsgrad des dialysierten 
Auszuges war E.W. = 2,6 gegenüber 0,3 für das angewandte Leber-Pulver, ent- 
sprechend einer mehr als 8 fachen Verbesserung. 

3. Methodik und Messungs-Ergebnisse. 

^jj-Abhängigkeit der optischen Spezifität. 

Will man die auswählende Wirkung der Esterase gegenüber den spiegelbildlichen 
Estern im Racemat bei wechselnden Aciditäten vergleichen, so muß berücksichtigt 

Über die Erscheinung der ,, Induktion“ vgl. R, Wirj6STÄTTER, R. Kuhn, O. Eind und 
F. Memmen, Ztschr. physiol. Chem. 167, 303 [1927] {Abh, 108}. 

*5 B. lö, 1568 [1883], 32 2385 [1899]; Journ. ehern. Soc. London 75, 964 [1899k 

Ztschr. physiöl. Chem. 138, 216 [1924], iind zwar S. 253. 

Herausragender Faden = 8° — 4,16cm; Außentemp. = 20°. 

** Journ, chem. Soc. London 75, 964 [1899]. 

Ztschr. physiol. Chem. 173, 155 [1927/28], pnd zwar S. 160 {Abh. lo^}. 
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werden, daß das spezifische Drehungsvermögen der gebildeten Säure sowie dasjenige 
des noch unverseiften Esters vom erzielten Spaltnngsgrad abhängt. Wir stellen aus 
die^ni Grunde in Abb. 5 das der bei verschiedenem isolierten Mandelsäure 
als Funktion des titrimetrisch ermittelten Spaltuiigsgrades dar. 

Die betreffenden Messungen (Tab. i) wurden in starken Phosphatpuffern bei 25 ° 
ausgeführt. Die Phosphat -Konzentration (2 g auf 50 ccm) war so hoch bemessen, daß 
bei vollständiger Hydrolyse des Esters (0,25 g rac. Mandelsäure-äthylester auf 50 ccm) 
die Verschiebung nicht mehr als 0,1 betragen konnte. Nach den in der Tabelle 
verzeichneten Zeiten wurden je 50 ccm der Versuchslösung abpipettiert, schwach 
soda-alkalisch gemacht und ausgeäthert. Die vom unverseiften Ester befreite Eosung 
säuerten wir mit Phosphorsäure stark an, um ihr nach Sättigung mit Ammoniimi- 
sulfat die Mandelsäure durch Ausäthem zu entziehen. Die nach dem Verdampfen 
der getrockneten Äther- Auszüge hinterbleibende Säure wurde in 10 ccm Wasser gelöst, 
im 2-dm-Rohr polarisiert und mit 'Y^o'Kalilauge titriert. Der Reinheitsgrad des 
angewandten Enzyms entsprach E-W. ~ 2,2. Die Zahl der Eipase-Einheiten (E/-PE) 
ist bei jedem Versuch in der Tabelle verzeichnet. 

[893] Tabelle i. 

Analyse der Maiidelsänre, die bei wecli.selndem p)i aus dem rac. Bster gebildet 

wird. 



Ester j 

1 ' 

Enzvm-Menge 

I.i'-E. 

Reaktionsdaucr 
(Stunden) i 

DreliungSwiiikcl ; 

Spaltung 

(%) 

der 

Manrlelsäure 

6,0 

1 

1.35 

^ 0.5 1 

+ 0,25“^ ^ 

9,2 

■f 64,4 ° 

6,0 

I 

I.2S 

24 

'i-o,y 3 ° 

.^ 5.0 

-1- 62,9° 

6,0 

I 

1.25 

60 

+ 0,42'^ 1 

67, t 

P 14,8'' 

6,0 

II 1 

2,50 

8.5 

1- 1.06° 1 

40,2 

4- 62,2'’ 

6,0 

H 

2,50 

18,8 

+ 0,40° 1 

77.0 

-f 12,2° 


I ; 

: I.2S 

10,5 

; +0,35'’ i 

12,6 

1- 65,8° 

Ö.5 i 

I 

1 1.25 

I 24 

' + ■ 

48,8 

1 f 50.9° 

7.0 . 

I 

1.25 

1 10,5 

: +0,56'^ j 

18,9 

•1- 70,0° 

7.0 

I 

1.25 

24 

: -f 0,98 

52.5 

+ 44 , 2 ° 

7.0 1 

I 

1.25 

, 36 

i ■i-0,30" : 

72.9 

i + 9.7 

7.0 ; 

II 

i 3.75 

1 I 

: -1-0,22° 

8,6 

^ -i 60,1° 

7.0 , 

II 

1 3.7 s 

I 2,5 

i 0,65 ° 

22,4 

j +68,9° 

7.0 1 

II 

, 3.75 

i 3.5 

^ + 0.95 “ ^ 

34.0 

! 1-66,2° 

7,0 

II 

: 3.75 

5 

1 + 1.05^ 

45.5 

1 +54.7" 

7.0 

II 

i 3.75 

7 

+ 0.75° 

6r,4 

! 29,0° 

7,0 

II 

i 3.75 

9 

i -f 0,10° 

79.5 

1 +3.0° 

8,0 

II 

i 2,50 

I 

' +0,20° 

7 .Ö 

+ 62,4° 

S.o 

II 

[ 2,50 

2 

i + 0,40° 1 

13.7 

+ 69,0 ° 

. 8,0 

II 

1 2,50 

4.25 

i +0.83° 

29.5 

4 66,8° 

8,0 

II 

2,50 

6,25 

-f 1,10° 

42,2 

+ 6x,7“ 

8,0 

II 

! 2,50 

7.50 

1 -f 1,20° 

50.5 

+ 5Ö,2° 

8,0 

II 

i 2.s;o 

1 10,25 

■ +0.54° 1 

67,2 

+ 19.0° 


Bei Pu = 8,0 waren für die hydrolysierende Wirkung des Pliosphat-Puffers Korrekturen 
anzubringen, die in Kontrollversuchen bestimmt wurden und in obiger Tabelle bereits berück- 
sichtigt sind. Da der ursprünglich verwendete Ester (I) nicht ganz frei von Benzoyl-atneiseiisäure- 
ester war und Induktion zeigte, winde eine weitere Versuchsreihe mit sehr sorgfältig gereinigtem, 
induktionsfreiem Bster {II) durchgefiihrt. Die Ergebnisse stimmen, wie aus Abb. 5 hervorgeht, 
gut überein. • 
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Affinitäts-Bestimmungen. 

Der Einfluß der Substrat-Konzentration auf die Hydrolyse von (-]-)- und ( — )- 
Mandelsäure-ester wurde titrimetrisch in pufferfreien Lösungen bei konstantem 
Pk = öis 7,1 nach R. WiuusTÄTTER, R. Kuhn, O. Lind und F. Memmen bestimmt. 
Zu 50 ccm Reaktionsgeniisch gaben wir 5 Tropfen einer iproz. Lösung von Brom- 
thymolblau in Alkohol und ließen aus einer Bürette tropfenweise die zur Aufrecht- 
erhaltung des Farbtones erforderliche Menge Kalilauge zufließen. Der Farbton wurde 
dauernd mit dem einer Lösung von konstantem die sich im selben Thermostaten 
(25®) befand, gegen einen weißen Hintergrund bei guter Beleuchtung verglichen. 

Da sich die Versuche bis zu sehr niedrigen Esterkonzentrationen erstrecken 
mußten, benutzten wir Radiumbüretten und stuften den Titer der Maßlösung, den 
Ester-Konzentrationen entsprechend, bis auf 0,005 n Hie große Genauigkeit der 
so erhältlichen Resultate geht aus den folgenden Tabellen und Figuren hervor. 

[894] Tabelle 2. 

Vergleich der Hydrolysen von Rechts-, Links- und rac. Mandelsäure-äthylester bei 
relativ hoher Substrat- Konzentration. 

(Auf je 50 ccm Bster-Lösung wirkten bei 25“ und = 7 in allen Fällen 50 L/-F. Bei den 
höchsten Ester-Konzentrationen war die Sättigungsgrenze noch nicht erreicht. Die Zahlen be- 
deuten Minuten, die zur Spaltung von 10%, 20% usw. erforderlich waren.) 


Rcchts-Uster 


meem. Ksl^r 
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Die Versuche mit relativ niedrigen Substrat-Konzentrationen, aus denen die 
Affinitäten des Enzyms zu Rechts- und Links-Ester berechnet wurden, sind in den 
Abb. 6 bis 8 wiedergegeben. 

[895]. Aus diesen Abbildungen und aus IVb. 2 sind die Aktiv itäts-^^- Kurven kon- 
struiert worden (Abb. 3). In Tab. 3 wird zusanirnenfasscnd das Ergebnis der Affinitäts- 
messungen mitgeteilt. 



Tabelle 3- 

Einfluh der Substrat-Konzentration [ 5 ] auf die Hydrolyse von ( + )- und 
( — )-Mandelsäure-äthylester. 

(Auf 100 ccm Esterlösung je 2,0 LhR- bei 25®.) 


-log[S] 

In 25 Min. gebildete 
Maudelsäure (mg) aus 


In 25 Min. gebildete 
Mandelsäurc (mg) aus 

( - )'nster 1 

! ( + )-Ester 

{-)-r)ster 1 

( + }-l3stcr 

[0,779] 

[2.29] 

[177] 

2,10 

2,08 j 

T 49 

[1,080] 


, [1.58] 

2.70 

1.45 

1.25 

1.381 

2,47 i 

T .55 

3.00 1 

1,00 

1,06 

1.682 

2,44 

1,46 

3-50 1 

0,40 

' 0,63 

1.983 

2,21 1 

1.3; 

4 .O 0 i 

0,21 1 

0,36 


Die Werte in eckiger Klammer, die in der Nähe des Sättigungszustaudes der Bster-EÖsungen 
liegen, sind in Abb. 3 unberücksichtigt geblieben. 



Nachtrag zum Abschnitt III. 

Bisher unveröffentlicht; diese Abhandlung soll, durch einen Abschnitt ,,Potentiometrische 
Titration“ ergänzt, in den Berichten d. D. ehern, Ges. veröffentlicht werden. 


131. ÜBER DIE EINFACHSTEN KIESELSÄUREN; MIT BEMERKUNGEN 
ÜBER ALUMINIUMHYDROXYDE. 

Von Richard Willstätter, Heinrich Kraut und Karl Lobinger.. 

Elfte Mitteilung^ über Hydrate und Hydrogele. 

(Aus dem. Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Abgeschlossen am 21. Ai^ust 1928.) 

Durch Hydrolyse von Siliciumchlorid mit Wasser entsteht nach den Beobach- 
tungen unserer vorigen Mitteilung und nach den der Vergessenheit entrissenen älteren 
Befunden von. F. Mylius und E. Groschuff^ molekular gelöste Kieselsäure. Sie 
konnte durch Entfernung des entbundenen Chlorwasserstoffs mit Silberoxyd zum 
ersten Mal rein dargestellt werden. Wenn die Operationen vorsichtig und rasch 
ausgeführt werden, dann finden wir an zahlreichen Beispielen durch Molekular- 
gewichtsbestimmung nach der kryoskopischen Methode Werte von etwa 120, auf 
SiOi bezogen. Sie entsprechen also der Dikieselsäure (ber. 120), und es läßt sich 
zeigen, daß es sich nicht um Gemische von Monokieselsäure und höheren Kiesel- 
säuren handelt, sondern daß in der Hauptmenge Dikieselsäure vorliegt. Dies bedeutet 
einen Fortschritt gegenüber den Ergebnissen von F. Mylius und E. Groschuff, die 
in ihrer kochsalzhaltigen Lösung von Kieselsäure M = 155 (auf SiOz bezogen) fanden, 
also einen Wert, der etwa gleichen Teilen von Di- und Trikieselsäure entspricht. 

Die Gefrierpunktserniedrigungen unserer Kieselsäurelösungen sinken in einigen 
Tagen bis zur Grenze der Best imm barkeit z. B. in 6 Tagen auf < 0,01 entsprechend 
Molekulargewichten von über 1000. Diese Kondensation der Kieselsäure zu hochmole- 
kularen Verbindungen finden wir von der Wasserstoffionenkonzentration der Losung 
abhängig. Die Beständigkeit ist nämlich am größten bei = 2 bis 3, sie ist viel geringer 
in stärker sauerem und in schwächer sauerem Medium. Daraus läßt sich erkennen, 
wieso durch die vorsichtige Zersetzung des Siliciumchlorids und darauffolgende Ab- 
scheidung des Chlorwasserstoffs nicht die einfachste Kieselsäure erhalten wurde. 
Während des Verlaufs der Hydrolyse ist die Lösung zu stark sauer, nach der Bindung 

* Fortsetzung der IX. Mitteüung, B. 58, 2462 [1925] {Äbh. 24 des III , Abschnitts). 

^ B. 39, 116 [1906]. 
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der Salzsäure mit Silberoxyd zu schwach sauer für das Bestehen von Monokiesel- 
säure. Hs war eine einfache Holge dieser Erkenntnis, daß wir nur während des Hin- 
blasens von Siliciumchloriddanipf in Wasser von 0° den entstehenden Chlorwasserstoff 
durch Einträgen von Silberoxyd zu binden brauchten, unter Einhaltung von konstantem 
~ 2 bis 2,5, um die einfachste Kieselsäure zu gewinnen. Unsere noch zu verbessern- 
den ersten Versuche, die im folgenden beschrieben werden, ergaben Ivösungen vom 
Molekulargewicht 75 und 72. Ihr Gehalt an Monokieselsäure betrug also 75 bis tSo% 
unter der dafür ungünstigsten Annahme, daß außer der i\Ionokiesclsäurc nur Dikiesel- 
säure vorhanden ist. 

Die Beziehung zwischen der Beständigkeit einer Kieselsäure und der Acidität 
ihrer UÖsung scheint darauf hinziideuten, daß das Keaktionsvermögen, niitliin die 
Feinstruktur einer anorganischen Verbindung vom der Uösuiig abhängt, ähnlich 
wie vor kurzem das Verhalten einer organischen Saure bei der Reduktion so zu er- 
klären war 3 , daß ihre Feinstruktur, ,,von der unsere Konstitutionsformeln noch kein 
Bild geben, je nach den Bedingungen verschieden ist, sogar schon bei etwas ver- 
schiedener Wasserstoff zahl der Lösung"'. 

Die Gefrierpunktserniedrigung der Lösungen, ihre Dialysierbarkeit und ihr Ver- 
halten gegen Eiw^eiß gewähren Einblick in den Molekularbau der Kieselsäuren, aber 
es fehlt bei ihnen die Möglichkeit, analytisch die Zusammensetzung, nämlich die 
Wassergehalte zu ermitteln. Denn sie sind mit Wasser mischbar und auch nicht 
durch organische Lösungsmittel wie Aceton fällbar. Dies unterscheidet die Reihe 
der Kieselsäuren von den Aluniiniumhydroxyden und vStannihydroxyden, deren Natur 
durch Wasserbestin unung und durch chemische Reaktionen, die Abstufung ihrer 
saueren und basischen Eigenschaften, klargelegt werden konnte. Umgekehrt ist es 
bei den Aluminium-, Ferri- und Stannihydroxyden nicht möglich, Molekulargewichts- 
bestimmungen auszufüliren, da die bekannten Anfangsglieder der verschiedenen 
Reihen von Metallhydroxydeii unlöslich sind. 

Aus dem Vergleich mit den Aluminiumhydroxyden und mit Borsäure und den 
Pliosphorsäuren ergibt sich für die Kondensationsvorgänge bei den Kieselsäuren als 
wahrscheinliche Deutung, daß sich zw^ei Moleküle der amphoteren Verbindung unter 
Wasseraustritt, also unter äußerer Auliydridbildting verbinden . Gemäß den kryo- 
skopischen Bestimmungen verwandelt sich Monokieselsäure rasch in Dikieselsäure : 


2Si 


/QH 

LOH 


OH 

ÜH 


Si^" 


D 

L 


OH 

QH 

QH 

DH 

OH 

DH 


und diese merklich langsamer, nämlich bei günstigem p^^ in einigen Tagen, in w^eitere 
Oligokieselsäuren, wahrscheinlich in Tetra- und Hexa- und in Poly kieseisäuren. Die 
Dikieselsäure geht noch rasch und quantitativ durch die Membran des Dialy.sators, 
3 R. WirWTÄTTER, F, Seitz und L. Bumm, B. 61. 871 [1928]. und zwar 8.874. 


Willslätter, Eaz.vmc. 


HO 
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wenn während des Versuchs die günstige Acidität eingehalten wird. Die folgenden, 
molekular gelösten Glieder der Kieselsäurereihe dialysieren ebenfalls, natürlich mit 
abnehmender Geschwindigkeit. Wenn nun die Kolloidnatur einer Kieselsäurelösung, 
wie es bei R. Zsigmondy“^ und sonst in der Literatur geschieht, daraus gefolgert wird, 
daß sie der Dialyse unterworfen war, so ist diese Bedingung unzureichend. War die 
Dialyse zu Ende geführt, so daß die Außenflüssigkeit keinen Trockenrückstand mehr 
lieferte? Sonst sind mittlere und höhere Kieselsäuren, molekular gelöst, in den Hydro- 
solen zurückgehalten. Aber selbst nach sehr lang dauernder, praktisch vollständiger 
Dialyse können noch hohe Glieder, Polykieselsäuren, molekularlüslich zurückgehalten 
sein. Auch die Kieselsäuregele enthalten leicht infolge von Adsorption molekular- 
lösliche Säuren. 

Die durch Alterung kondensierten Kieselsäuren reagieren mit Eiweiß. Die Fäl- 
lung beginnt erst jenseits der Stufe von Hexakieselsäure. Wenn das Molekulargewicht 
diese Grenze überschritten hat, beobachtet man schwache, dann deutliche Trübung 
mit Eieralbuminlösung. Es ist wahrscheinlich, daß die MYLiTJSSche Reaktion der 
//-Kieselsäuren dadurch zustande kommt, daß sich den molekular gelösten Kiesel- 
säuren eine kleine und dann zunehmende Menge von Kieselsäuresol beimischt. Wenn 
die Kondensation der Polykicsclsäurcn durch intermolekulare Anhydrisierung weiter 
fortgeschritten ist, dann sind erst die chemischen Voraussetzungen für die Bildung 
der Primärteilchen dieses Kolloids erfüllt. 

Bei den Aluminiumhydroxyden, die wir aufgefunden haben, erschien es unbe- 
denklich, einfache Formeln wie Al (OH) 3 und AIO2H anzuwenden, die nicht Molekular- 
gewichte ausdrücken sollen. Hingegen .ist cs bei den Kieselsäuren nicht recht zweck- 
mäßig, mit R. SCHWAKZ und E.Menne;r 5 die aus Silicaten durch Einwirkung starker 
Schwefelsäure gewonnenen amorphen Pulver z. B. als Mctakiesclsäure (H2Si03 oder 
12 SiOz + 12 H2O) und Dikieselsäurc (H2vSi205 oder 12 SiOz + ÖH.O?) zu bezeichnen. 
Dies sind Polykieselsäuren, über deren natürlich unbekannte Molekulargröße die Be- 
zeichnungen nichts aussagen wollen. 

Die begonnene Untersuchung der molekularlösHchen Kieselsäure wird zur Er- 
klärung der großartigen Verkieselungsvorgänge beitragen, die Geologie und Paläonto- 
logie erforscht haben. Die Verkieselungen können wohl nur auf der Durchdringung 
pflanzlicher und tierischer Membrane durch wahre Eösungen beruhen, also durch 
Eösungen der einfachsten Kieselsäuren, die bis jetzt als nicht existenzfähig galten. 

In der Medizin haben verschiedene Anwendungen von Kieselsäure, und zwar 
von kolloiden Präparaten Beachtung gefunden. Es erscheint uns aber als wenig aus- 
sichtsreich, für therapeutische Zwecke Hydrosole der Kieselsäure anzuwenden, die 
leicht ausflocken und geringe Wanderungsfähigkeit in Geweben besitzen. Es bietet 
sich jetzt die Möglichkeit, die bisher zugänglichen Kieselsole durch wahre, bei günstigem 
für den Versuch genügend beständige Lösungen von Kieselsäure zu ersetzen. 

Kolloidchemie, 5* Aufl,, 11 . Spez. Teil, Leipzig 1937, S. 67. 

^ ß- 57 . 1477 [1924]; 58. 73 [1925]. — R. Schwarz und H. Richter, B.60, riii u. 2265 [1927]- 
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Zur Konstitution der Aluininiuniliydroxyde, 

In einer Abhandlung ,,Zur Aufklärung der Tonerdehj^drate nach dem Ammoniak- 
extraktionsverfahren“ erbringen W. Bn.xz und G. A. I.ehrer^ wichtige Bestätigungen 
für die Zusammensetzung der Aluminiumhydroxyde, die wir auf Grund der Aceton- 
trocknung und anderer Trocknungsweisen angegeben hatten. Ihre Krgebnisse drücken 
diese Forscher ohne Hilfe besonderer Annahmen durch eine sehr einfache Formulierung 
aus, indem sie die Schreibweise der Koinplexchemie bevorzugen. 

Die Umwandlung des (X-Aluininiumhydroxyds in 7- und in Metahydroxyd 
wird z. B. durch folgende Formeln ausgedrückt: 

[AbOj • H.O] 2 H :0 - [AUO3 • U2O] h 2 H2O und 

C^^*Praparat Mctaliydroxyd 

[Ab03 • H2O] 2 H2O I Cji [Aho^ ■ 3 H: 0 ] bzw 2 AhOH)^ 

Cj^-Präparat llydiaigillit 

Diese Formeln erscheinen uns darin, nicht befriedigend, daß sic zwischen dem 
Orthohydroxyd öc und anderen, z. B. dem Metahydroxyd, einfache Beziehungen 
aufstellen, die nicht wirklich existieren. Sie tragen nicht den chemischen Eigen- 
schaften Rechnung, unseren Beobachtungen über die gänzlich verschiedenen basischen 
und saueren Eigenschaften der Hydroxyde, über solche Unterscliiede wie die Uösliclikelt 
des Ä-Gels in kalter o,iproz. Salzsäure und o,4proz. Natronlauge, die Unlöslichkeit 
des Meta-Gels selbst in konz. Salzsäure und in 4proz. Natronlauge. 

Für das ^-Hydroxyd, die Base der Tonerdesalzc, wird die Formel Al (OH) 3 vor- 
zuziehen sein. Dann wird die Formel für die Tonerde y 

[AhOrßH^O], 

die uns durchaus nicht gleichbedeutend mit 2 Al(OH)3 erscheint, den großen Unter- 
schieden zwischen iX- und 7-Toiierde gerecht. Mit der Formel von BieTZ und Eehrkr 
für die Metaverbindung 

[A 1:03 ■ H: 0 ] 

tritt nach den Erfahrungen an den Kieselsäuren eine andere Auffassung in Wettbewerb. 
Das Metahydroxyd dürfte als ein Pnlyaluminiumhydroxyd 

c 

^Al-OU 

ZU erklären sein. Auch die Tonerdegele A und B verstehen wir als Poly-aluminium- 
hydroxyde, nämlich A als Ketten zwischen den Grenzen 4Al(OH)3 — jHjO und 
8A1(0H)3 — ' 7H2O und B als ihre Hydrate von höherem Wassergehalt, als cs selbst 
die einfachste Kettenformel erlaubt (gef. 39 üis 43 Eormeln für A und B 
nach W. Biltz und G. A. Uehrer 

A: [AU 03 *H: 0 ]o, 5 H 20 , 

B: [A 1 z 03 • H2O] H2O, 

6 Z. f. aiiorg. Chem. 172, 292 [192S]. ♦ 
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von denen die letztere indessen nicht den gefundenen Wassergehalten genügt, lassen 
die besondere Beständigkeit des kolloiden Zustands dieser Tonerdegele unerklärt. 

Experimenteller Teil. 

Darstellung von Monokieselsäurelösungen. 

Der Darstellung molekular gelöster Kieselsäure war in unserer vorigen Arbeit das 
Verfahren von B. Bbi;ER und M. Feeener^, die Hydrolyse von dampfförmigem 
Öiliciumtetrachlorid mit Wasser, zugrunde gelegt. Dieses Verfahren wird z. B. in 
H. Freundeichs* Kapillarchemie als einwandfreie Methode zur ,, Darstellung kolloi- 
daler Kieselsäure angesehen. Ks ist indessen ein Übelstand dabei, daß man die 
Hauptmenge der Substanz durch die Membran des Dialysators ins fließende Wasser 
fortlaufen läßt und sich mit einer geringen, übrigens unbekannten Ausbeute begnügt. 
Man erhält so näniHcli zunächst gar keine kolloidale Kieselsäure (wenn man nicht die 
Lösungen, abweichend von der Vorschrift, vor der Dialyse lange Zeit stehen läßt), 
sondern molekular gelöste, leicht diffundierende. Dieses Verfahren wird . für die 
Darstellung von Dikieselsäure und weiterhin für daraus hervorgehende kolloide 
Kieselsäure dadurch geeignet, daß man nach unseren Angaben die Salzsäure mit 
Silberoxyd entfernt und dann die Lösung stehen laßt. 

Die Gewinnung der Monokieselsäure beruht, abgesehen von einigen kleinen Ver- 
besserungen, auf einer einzigen wesentlichen Abänderung, nämlich dem ständigen 
Neutralisieren des Chlorwasserstoffs während seiner Entstehung. Während sonst bei 
der Hydrolyse des Siliciumchlorids unter unseren Bedingungen der freiwerdende 
Chlorwasserstoff eine 0,3 bis o,5n-Salzsäure, also ein für die einfachsten Kieselsäuren 
sehr ungünstiges von 0,5 bis 0,3 erzeugt, stellen wir schon während der Dauer 
des Versuches, die übrigens dadurch stark abgekürzt wird, mit Hilfe von gefälltem 
SÜberoxyd ein pj^ von etwa 2 ein und bringen nach beendeter Darstellung auf “/joo- 
bis "/ 1000" Salzsäuregehalt. 

Das Siliciiimtetra Chlorid {12,5 g) befindet sich in einem birnenförmigen Verdampfungs- 
gefäß, das oben zu einem dickwandigen, englmnigen (0,75 mm) Rolire ausgezogen ist, und in das 
durch eine eingeschmolzene, bis fast zum Boden führende Glasröhre der Gasstrom cintritt, und 
in das ferner durch einen Tubus die Substanz eingeführt werden kann. Das enge Rohr taucht etwa 
5 cm tief in ein Becherglas mit Wasser und Eis (zusammen 750 g) ein. Die Birne ist in ein Bad von 
60 bis 65° eingesenkt, wodurch das Chlorid auf nahezu vSiedetemperatur gehalten wird. Durch 
einen selir kräftigen Strom von scharf getrocknetem Stickstoff (oder Luft) wird das Silicium- 
chlorid in 20 bis 30 Minuten verflüchtigt, ohne daß sich Tropfen im Einleitungsrolir verdichten. 
Der Quecksilberverschluß der Einleitungsrölire nach EbeeR und FeeENER wird weggelassen, 
da er die Gleichmäßigkeit des Gasstroms stört. Das Wasser wird von außen zeitweise mit Sole 
gekühlt, damit die Temperatur nach dem Schmelzen des Eises nicht über den Nullpunkt steigt. 
In das Becherglas mit dem Wasser taucht außer einem Thermometer ein stark wirkender Rührer 
ein, der den Gasstrom und dann das Silberoxyd fein verteilt. 

Zugleich mit der Binfübrung des Siliciumchloriddampfes beginnt man mit dem 
Einträgen des aus der berechneten Menge von 50 g Silbernitrat gefällten, durch 
Dekantieren ausgewaschenen, feuchten Silberoxyds. Anfangs gingen wir mit dem 
Einträgen des Silberoxyds vorsichtig vor, um einen zeitweisen Überschuß sorgfältig 
8 3, Aufl., Leipzig 1923, S. 858. 


7 E. 44, 1915 [1911]. 
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zü vermeiden . Wir titrierten entnommene Proben von i ccm, die nicht mehr als 
0,1 ccm o,in“Katronlauge zur Neutralisation brauchen sollten, und fanden sie stets 
etwas mehr Salzsäure enthaltend. Auch gingen Beobachtungen mit Indicatorfolien 
nach WukFF nebenher, die ein von < 2 ergaben. Hs zeigte sich aber, daß es viel 
besser ist, auf die zeitraubenden Proben zu verzichten und die berechnete Menge 
Silberoxyd in raschem Tempo einzutragen. Es ist nicht ungünstig, daß während der 
Operation zeitv^^eise beträchtlicher Überschuß von Silberoxyd vorhanden ist. Auch 
wenn die Suspension braun erschien, sank während des ständigen Kinströmeiis von 
Siliciumclilorid der Chlorwasserst off geh alt nicht unter "/loo, da das Oxyd mit den 
letzten Prozenten der Salzsäure nicht so rasch reagierte. 

Am Ende des Versuchs, also nach weniger wie einer halben Stunde, verschwand 
die Farbe des Silberoxyds. Die Menge desselben ist infolge der kleinen Verluste beim 
Auswaschen nicht zur vollständigen Bindung des Chlorwasserstoffs, die ja unerwünscht 
wäre, ausreichend. Die Acidität wird jetzt kontrolliert und gegebenenfalls mit bereit- 
gestelltem überschüssigen vSilberoxyd zu einem Oehalt von "/loo'HCl korrigiert. In 
einem Versuche waren zur Titration für i ccm erforderlich 0,09, in einem anderen 
0,05 ccm 0,1 n-I^ange entsprechend Üioo" ”/2oo-HCl. Während solche Salzsäuren 
= 2 bzw. 2,3 ergeben sollten, ist hier infolge der Gegenwart der Kieselsäure 
pii = 2,5 bis 2,8. 

Die Flüssigkeit ist eine dünne Milch, und sie ist, noch chlorwasserstoffhaltig, 
leicht Ifiltrierbar. Wir saugten dann, wofür wieder 2 ü bis 30 Minuten erforderlich sind, 
die Lösung auf der Nutsche durch ein doppeltes quantitatives Filter ab, das mit einer 
feinen Haut von Tierkohle bedeckt war (durch Anschüttelii von 'rierkolilc mit Was^r 
im Reagierglas und Absaugen auf dem Nutschenfilter hergcstcllt). Das völlig klare 
Filtrat, 800 ccm (Volumvermehrung durch das Wasser der Silberoxydi^aste), enthielt 
nach Bestimmung mit lO-ccm-Proben Kieselsäure entsprechend 3,67 bis 3,78 g SiOj, 
d. i. über 80% der theoretischen Ausbeute. 

Für diesen Zustand der Lösung, 1^/2, Stunden nach Versuchsbeginn, bei p^ = 2,5 
am Ende, ergab die Molekulargewichtsbestimmung (Kieselsäure als SiOi berechnet) 
M = 75, in einem anderen Versuche, bei dem das Silberoxyd rascher eingetragen 
worden (p^j schließlich = 2,8) den etwas günstigeren Wert M 72. Der Gehalt der 
Lösungen an MonokieseLsäure betrug 75 und 80%, wenn der Rest der Kieselsäure 
in der Form von Dikieselsaure 'gelöst war. 

Für künftige Beobachtungen wird es vorzuziehen sein, nur die Hälfte der ange- 
gebenen Charge zu verarbeiten, also das Chlorid in 10 Minuten zu verdampfen, und 
vom Filtrat in wenigen JVEnuten die ersten 10 bis 20 ccm abzutrennen. Unter solchen 
Umständen wird der Gehalt an Monokieselsäure, schon etwa 15 bis 20 Minuten nach 
Versuchsbeginn bestimmbar, natürlich ein noch höherer sein. 

Die Kieselsäurelösungen enthalten, wie angegeben, noch Chlorwasserstoff 
entsprechend der für ihre Beständigkeit günstigsten Acidität von i HCl auf 10 bis 
20 Si02 . Den Berechnungen der Molekiflargewichte, worüber unten genauere Angaben 
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folgen, liegt die ungünstigste Annahme zugrunde, daß der gesamte Chlorwasserstoff 
frei und in Ionen dissoziiert vorhanden sei. Dies ist indessen nicht der Fall. Ein Teil 
des Chlorwasserstoffs ist mit dem Siliciumhydroxyd zu einem basischen Chlorid ver- 
bunden, etwa 

.OH 

.011 

CI 

das mit freier Kieselsäure -f- Chlorwasserstoff im Gleichgewicht steht. Bei der Titration 
der salzsäurehaltigen Lösungen beobachtet man gegen das Ende hin langsame Neu- 
tralisation, allmählichen Umschlag des Indicators. Wenn z. B. mit Methylrot der 
Umschlag in Gelb stattgefunden hat, so kehrt in ^/4 bis ^{2 Minute die rote Farbe 
zurück, und diese Erscheinung wiederholt sich, langsamer werdend, mehrmals, bis 
das gesamte Cl-Ion erfaßt ist„ 

Die Wasserstoffionenkonzentration verdünnter Salzsäuren wird durch ihren 
Gehalt an den amphoteren Kieselsäuren beträchtlich vermindert^. In potentio- 
rnetrischen Messungen wurden Chlorwasserstoff haltige Dikieselsäurelösungen mit 
einem Gehalt von 0,5% SiO: mit reinen Salzsäuren bei 20° verglichen. 

Pu von Chlonvasscrstoffsaurc 
in reiner Lösung mit 0,5% SiO, 




1.7 

2,T 


«/lOO 

2,0 

2,5 


”/^oo 

2,7 

3-3 


^booo 

3.5 

4.1 



, Molek ul arge wicht sbe Stimmung. Für jede Bestimmung wurde der Ge- 
frierpunkt des für die Hydrolyse des Siliciumchlorids angewandten Wassers gemessen. 
Den Gehalt der Lösungen an vSiOi bestimmten wir durch Verdampfen von lo ccm 
und Verglühen des Rückstands. In einer w-eiteren lo-ccm-Probe wurde die Salzsäure 
durch Titration bestimmt. Daraus ergab sich unter Voraussetzung vollständiger 
elektrolytischer Dissoziation der auf den Chlorwasserstoff entfallende Anteil der 
Depression. 

Im Beispiel i war das Silberoxyd noch ganz langsam eingetragen worden , so daß 
die Acidität ständig die günstige weit übertraf. Die frische Lösung ergab M ^ 96, 
nach 6 Tagen M = 400. 

Im Beispiel 2 besaß die Lösung am Ende des ‘ Versuches "/loo-HCl-Gehalt und 
ergab frisch M = 75, nach weiteren 45 Minuten M = 83, nach 24 Stunden M — 160, 
nach 4 Tagen M — 320. 

Im Beispiel 3 war die Lösung am Ende des Versuchs “/2oo“Salzsauer. Die frische 
Lösung ergab M = 72, nach weiteren 30 Minuten M = 80, nach ii Tagen M — 372. 

9 Eine Untersuchung von O. Lösenbeck (Kolloidchein. Beihefte 16, 27 [1922]) behandelte 
die Herabsetzung der Leitfähigkeit von Chlorwasserstoff durch Kieselsäur esole. Es erscheint 
uns zweifelhaft, ob nicht die angewandten Hydrosole noch niolekulargelöste Kieselsäure enthalten 
haben, wie überhaupt viele Untersuchungen über kolloide Kieselsäure mit Mischungen von Solen 
und molekularen Lösungen der Kieselsäure ausgeführt zu sein sdieinen. 
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Für eine dieser Bestimmungen, 2. B. die letzte, seien die gefundenen Zahlen 
angegeben. 

In IO ccm waren enthalten 45,0 mg SiO. und HCl entsprechend 0,53 ccm ''/.o-NaOH, 
I a) H/a Stunde nach Versuchsbeginn 0,138“, b) nach weiteren 30 Minuten 0,127“, 
c) nach il Tagen 0,043“. Auf den Chlorwasserstoff allein entfällt 1 = 0,020°. 


Darstellnng von Dikieselsäure. 

Um Ivösuugen darzustellen, die nach ihren Oefrierpunktseriiiedrigungeu der 
Dikieselsäure entsprechen, verfährt man wie im vorigen Abschnitt angegeben, niinnit 
aber die Entfernung des Chlorwasserstoffs entsprechend der Vorschrift unserer ersten 
Arbeit erst nach beendetem Einblasen des Siliciumchlorids vor. Das wasserklare 
Reaktionsprodukt^'" wird zur Gewinnung einigermaßen haltbarer Lösungen mit Silber- 
oxyd behandelt zu einem Restgehalt von^”/ioo bis "/xooo'HCl, oder inan entfernt die 
‘Salzsäure quantitativ zur Herstellung chlorwasserstof freier, allerdings viel unbe- 
ständigerer Eösungen, \V ährend des Neutralisierens wird dauernd gekühlt und gerührt. 
Die. vollständige Entfernung der Salzsäure, für die man einen TJberschuß von Silber- 
oxydpaste braucht, ist langwierig, da die letzten Anteile des Chlorwasserstoffs träge 
reagieren, und da daun oft auch vSilberoxyd von der Kie.sclsäure aufgelöst wird. Die 
salzsäurefreien T.ösungen sind vom kolloiden Chlorsilber schwer klar zu filtrieren. Zur 
Klärufig eignet sich am besten reine Tierkohle. 

In einer Reihe von Beispielen (siehe unten) erhielten wir Lösungen, die, in 2 bis 
3 Stunden bereitet, Molekulargewichte (als vSiOz berechnet) von etwa 120 bis 130 
(anstatt ber. 120) auf wiesen. Nach diesen Bcstiimnungen können die I^ösungeii ent- 
weder hauptsächlich Dikieselsäure oder Gemische von Monokieselsäure mit Oligo- 
kieselsäuren enthalten. Für erstcre Möglichkeit sprechen die Ergebnisse der Dialyse; 
aus den beschriebenen Lösungen diffundiert die Kieselsäure rasch und vollständig 
durch die sog. Fischblasenmembran. Auch spricht die beobachtete Unbeständigkeit 
der einfachsten Kieselsäuren bei ungünstiger Wasserstoffzahl entschieden dagegen, daß 
ein beträchtlicher Anteil an Monokieselsäure in den während der Darstellung zu stark 
saueren und nach Entfernung des Chlorwasserstoffs zu schwach saueren Lösungen 
erhalten geblieben ist. 

Die Dikieselsäure zeigt znfolge den Molekulargewichtsbestimmungen bei ver- 
schiedenen eine immerhin stundenlange Haltbarkeit. Ihre weitere Kondensation 
verläuft langsamer als die der Monokicselsäure. In 24 Stunden wurde ein Ansteigen 
des Molekulargewichts in "/loo-salzsaurer Losung, o,5proz. an SiO^, von 75 um 113%, 
dagegen von den Anfangswerten 127 und 133 bei derselben Acidität und dem gleichen 
Siliciumgehalt um 23 und 22% beobachtet. Auch aus diesen Erscheinungen kann 

Wie R. ZsiGMONDV (Kollüidchemie V, 5. Aufl., II. Spezieller Teil, Leipzig 1927, S. 66). 
so bezeichnen auch neuerdings W. B11.TZ und L. Rabxfs (Z. f. ariorg. Chem. 172, 273 [1928], 
und zwar S. 285) dieses Reaktionsprodukt als ein Kieselsol. 
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man den Schluß ziehen, daß in den Dikieselsäurelösungen vom Molekulargewicht 
ca. 120 kein großer Betrag an Monokieselsäure (neben Trikieselsäure) enthalten 
sein kann. 

Veränderlichkeit der Dikieselsäure bei verschiedenen Aciditäten. Die Mole- 
kulargewichtsbestinimungen wirrden ebenso wie bei Monokieselsäure ausgeführt, die bemerkens- 
werteren sind in der folgenden Tabelle zusamni engestellt. Da es sich bei den alternden Dösungen 
um sehr geringe GefrierpunJetserniedrigungen handelte, war besondere Vorsicht nötig, um genügende 
Genauigkeit der Bestimmungen zu erzielen. Das Thennometer, unter einer Anzahl weniger taug- 
licher ausgewählt, ergab mit 0,5% Dösungen von Harnstoff u. a. immer Einstellungen, die auf 
±0,001 5 übereinstimmten. Die Rührung mittels eines Metronomen, dessen Kontakte auch auf 
lange Dauer zuverlässig funktionierten, erfolgte gleichmäßig mit 14 Hüben in 10 Sekunden. Die 
TJiiterkühlung betrug stets gleichmäßig 0,500° ± 0,003°. ^i^ Genauigkeit der Messungen dürfte 
±0,002° betragen haben. Die Anfangswerte sind daher auf ±1%, die mittleren Werte auf 
±10%, die Endwerte (uni 1000) auf etwa ±20% genau. 

Einige Werte verbesserten sich im Daufe des ersten Tages (z. B. J31 nach 134, 112 nach 133, 
127 nach 129). Dies dürfte darauf zurückzuführen sein, daß auf angs etwas mehr Chlorwasserstoff 
an Siliciumhydroxyd gebunden war, der allmählich entsprechend dem Gleichgewicht bei der 
niedriger eingestellten Acidität der Dösung frei wurde. 


Molekular gewichtsbestimmungen beim Altern salzsäurehaltiger 
Dikieselsäurelösungen. 


Xr, : 

HCl-Gehalt | 

frisch 

6—8 Stunden 
später 


2 6 

! - i 

17 Tage alt 

I 

n/io 

249 


7 JO ^ 

730 

• ‘ ‘1 

843 

2 

n/30 

123 






3 

n/50 

D 34 

T31 

200 

43 «? 


>1000 

4 

11/ 100 

D 3.3 

I 12 

150 




S ; 

n/Too 

127 


150 : 

3S0 



ö ; 

n/i7o 

140 


200 


■ 700 ' 


7 ' 

n/200 

157 


220 

420 


500 

8 j 

11/500 

D 33 


240 


1000 ' 


9 1 

n/iooo 

176'^ 

169 


200 

340 i 


10 i 

n/iooo 

114 

169 





1 1 ' 

n/ I 800 

122 





> rooo 

i -2 ; 

n/3000 

129 

127 

280. 

> 1 000 



1.3 ^ 

neutral 

J70 



■ >1000 



14 

neutral 

310 



> 1 000 



15 ; 

neutral 

608 



>1000 




Darstellung molekular gelöster Oligokieselsäureii. 

Die schon während der Entstehung auf ""jyo- bis "/aoo-HCl eingestellten Dösungen 
der Monokieselsäure scheinen nach 4- bis 6 tägigem Altern zufolge deu Molekular- 
gewichtsbestimmungen Gemische von Tetra- bis Hexakieselsäure zu enthalten; bei 
weiterem Stehen wird die Stufe der Hexakieselsäure nur langsam überschritten. Ähn- 
lich zusammengesetzte Oligokieselsäureii gehen aus den beschriebenen Dösungen von 
Dikieselsäure hervor, wenn sie auf einen HCl-Gehalt von "/loo gebracht und eine bis 
zwei Wochen sich überlassen bleiben. 

Es kam vor, daß solche aufbewahrte Dösungen bei mittleren Molekulargewichten 
noch nicht die Mylinssche Eiweiß reaktion der y?- Kieselsäure zeigten. Zum Beispiel 

" In diesem Falle war die Darstellmig langsamer, die Einwirkung höherer Acidität einige 
Stunden länger. • 
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lieferte Dikieselsäute beim Stehen iin Eisschrank in 7 Tagen eine Lösung, die nach 
dem Molekulargewicht schon die Kondensationsstufe der Tetrakieselsäurc iiber- 
sch'ritten hatte, und die mit der 2proz. Eiweißlösung nur eine kaum merkliche Triibung 
zeigte. Andere Lösungen wurden beobachtet, die ans Dikieselsäure liervorgegangen 
und bei genau neutraler Reaktion 4 Tage bei 5 bis 8° aufbewahrt oder 12 Tage an 
einem kühlen Ort gestanden, mit EieralbuniinlÖsung noch vollkommen klar blieben. 
In diesen Lösungen müssen die Molekulargewichte (im Ictzgcnannten Beispiel M ~ 340 
bestimmt) die Werte der Anfangsglieder (Tetrakieselsäiire) schon übertroffen haben. 
Lösungen, die durch Alterung die Grenze der Hexakieselsäure überschritten hatten, 
gaben schon Trübung mit Eiweiß. 

Die Reihe der molekular gelösten Oligokieselsäuren, die keine Kolloidrcaktionen 
geben, reicht nach diesen Erfahrungen über Tetrakieselsäure hinaus, und die Grenze 
zwischen oi- und Kiesel säuren scheint sogar jenseits der Hexakieselsäure zu liegen. 

Zur Dial3'se der Kieselsäure. 

Die Diffüsionsgeschwiiidigkeit der Kieselsäure hängt, wie in der vorigen Mit- 
teilung angegeben, von ihrem Alter ab. :Mit der Zunahme des Molekulargewichts, 
worauf außer der Temperatur namentlich die Acidität der Lösung von Einfluß ist, 
geht beini Altern die Abnahme der DiaU^sierbarkeit Hand in Hand. 

Für einen Versuch diente eine bis auf "/iSoo-HCl-Gchalt neutralisierte Lösung. 
Von 100 ccm, die 0,449 g SiOz enthielten, diffundierten durch die sog. Fischblase 
in 4 Stunden 0,090 g = 18%. 

Nach achttägigem Stehen iin Eisschrank trübte die I^ösung noch nicht Eiweiß, 
aber die Reaktion trat bald nachher ein. Aus der 8 Tage alten Lösung wanderten 
in 4 Stunden nur noch 0,0120 g — 2,5% in die Außenflüssigkeit des Dialysators. 

In einem anderen Versuch war die Kieselsäure “yiooo'Salzsauer. Von dieser Lösung, 
]\r — 176, 100 ccm 0,4360 g SiOz enthaltend, dialysierten durch die Fi.schblase in 
4 Stunden 0,1510 g SiCs = 34 ^^' 

Nach viertägigem Stehen bei 5 bis 8° war M erst auf 300 gestiegen. Nun dialy- 
sierten noch in 4 Stunden 0,0900 g = 21 % . 

Vollständige Dialyse gelingt leicht, sobald man günstige Acidität eiiistellt. Eine 
Dikieselsäure vom Molekulargewicht 127, das während des Versuchs in 24 Stunden 
auf 140 anstieg, wurde unter Rühren mittels eines Luftstroms aus dem Hamniel- 
blinddarm dialysiert. Angewandt waren 200 ccm “/loo-HCl-Lösung, 0,940 g SiOj ent- 
haltend, Die Außenflüssigkeit war fließende "/aoo-Salzsäure, In 24 vStunden diffun- 
dierten durch den Dialysator 93, in 48 Stunden 99,6% der Kieselsäure. Die Innen- 
flüssigkeit, 170 ccm, enthielt nämlich nur noch 3,4 mg. Der Dialysator wurde am 
Versuchsende dicht befunden. Dieses Ergebnis widerlegt die Annahme, daß in den 
Präparaten von M = etwa 120 Gemische von niedrigen und hohen Kieselsäuren 
vorliegen. 
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Wenn im grundlegenden Versuche von Th. Graham^^ von der aus Wasserglas 
mit großem Überschuß von Salzsäure erhaltenen Kieselsäure in 24 Stunden durch die 
Pergamentpapierscheidewand 5 % (neben 86 % der Salzsäure) diffundierten und dann 
nichts mehr, so muß die Hauptmenge der Kieselsäure in der zu stark saueren Lösung 
weitgehende Kondensation erlitten haben. 

Zur Flüchtigkeit der Kieselsäure. 

Bei der Destillation von Kieselsäurelösungen unter niedrigem Druck hatten wir 
beobachtet, daß sich mit dem Wasserdampf geringe Mengen, Bruchteile eines mg bis 
zu einigen mg, Kieselsäure verflüchtigten. Die Wiederholung dieses Versuchs hat 
in den letzten Jahren zu vielen ähnlichen Beobachtungen geführt. Aber es gelang 
nicht, die verflüchtigten Mengen in reproduzierbarer Weise über diese Angaben 
hinaus zu steigern, und es ist auch in einer Anzahl von Beispielen vorgekommen, 
daß nichts oder fast nichts im Destillat enthalten war. Dann hat die vorliegende 
Untersuchung zu dem Ergebnis geführt, daß die aus Siliciumchlorid gewonnenen Lö- 
sungen vom Molekulargewicht ca. 120 nur sehr wenig Monokieselsäüre enthalten, der 
allein die Eigenschaft der Flüchtigkeit zugeschrieben w^erden konnte. Die Versuche 
zur vSteigerung der veiflüchtigten Mengen waren es, die zur Auffindung der Mono- 
kieselsäure geführt haben. Dadurch ist erst jetzt eine bessere Grundlage für die Fort- 
setzung der Versuche über die Flüchtigkeit gewonnen w'orden. 

Über die Kieselgele. 

• Die Kondensation der Kieselsäure kann entweder auf dem Wege von Mono-, 
Di-, Oligo- zu Polykieselsäure durch fortschreitende Verkettung mehrerer Moleküle 
unter Wasseraustritt (äußere Anhydndbildung) oder durch intramolekularen Wasscr- 
austritt und Polymerisation der w^asserärmeren, niedrigen Kieselsäuren zustande kom- 
men. Im ersteren Falle werden noch Abstufungen im Wassergehalt durch innere 
Anhydrisierung hinzukommen. 

Einfache Formeln der pulvrigen Kieselsäuren und der Gele mögen ähnlich zu 
verstehen sein, wie z. B. die Zusammensetzung der Stärke CöHioOj. Die pulvrige 
Dikieselsäure von R. Schwarz und E. MennER und ebenso zusammengesetzte Gal- 
lerten müssen also nicht sein (Si205H2)n, sie können auch sein (SiOjH2)n — (n — i)H30. 

Durch die Fällung von Siliciumchlorid mit ’koiiz. Salzsäure, andererseits bei 
schwach alkalischer Reaktion mit Ammoniak- Ammonchlorid hatten wir^^ Kiesel- 
gele erhalten, die nach unserer Acetontrocknungsmethode ungefähr die Zusammen- 
setzung 2Si02 • H2O auf wiesen. Dies ist dieselbe Zusammensetzung, wie sie das 
Acetontrocknungsverfahren auch in den Händen von R. Schwarz und H. Richtern 
für die Kieselsäuregele ergibt. Es wäre aber nicht erlaubt, anzunelimen, daß dies die 

Arm. d. Chem. 121 , i [1862], und zwar S. 37. 

Vgl. unsere alteren Angaben B. 58, 2462 [1925]. und zwar S. 2464. 

B. 60. 2263 [1927], und zwar S. 2267. 
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Zusammensetzung aller Kieselgele sei; es gibt wasserreichere und wasserarmere, aber 
die den Wassergehalt bestimmenden Einflüsse sind noch nicht genügend erforscht. 
Nür einige Beispiele von Gelen mit verschiedenem Wassergehalt seien angeführt. 
Alle wurden mit Aceton und Petroläther ebenso wie früher die Tonerden getrocknet 

3SiO: • 2 H :0 her. H :0 19,0 Vo 
2SiO: • H :0 ber. H :0 14,9% 

3SiO:-H:() ber. H :0 9,9%. 

1. Versuch. Zur Zersetzung von 50 g SiCl^ diente il konz. Salzsäure bei 

So nimmt die Hydrolyse sehr gelinden Verlauf, langsam scheidet sich die Gallerte 
aus, die das ganze Volumen erfüllt. Eine Stunde nach \'erdünncn Auswaschen mittels 
Zentrifuge, a) Gef. 15,0% H: 0 ; b) nach 15 tägigem Stehen unter Wasser gef. i57%HaO. 

2. Versuch. Die Zersetzung von 50 g SiCb erfolgte mit 2,5 1 Wasser, enthal- 
tend 26,6 g NH5 + 67,0 g NH4CI, d. i, auf I SiCU : 5 NH5 -f- 4 NH4CI. also schwach 
alkalisch.* Nach rascher Isolierung gef. HIO 15, 5 ^^«- Wiederliolung des Versuches 
gef. HaO 1507 

3. Versuch. Das in der Zentrifuge gründlich gewaschene Präparat des vorigen 

Versuchs ergab nach loo tägigem Stehen mit Wasser nur 11,45% Der Anhydri- 

sierungsvorgang war wahrscheinlich noch nicht beendet. 

4. Versuch. Die Hydrolyse geschah bei etwas stärker alkalischer Reaktion, 
nämlich, mit 10NH3 + 8NH4CI auf iSiCl,, Das schnell ausgewaschene Gel ent- 
hielt 21,8% H2O, 

Der Notgenieinschaft der Deutschen Wissenschaft drücken wir un.seren auf- 
richtigen Dank aus für die Förderung dieser Arbeit durch eiu {Herrn K. LobinGKR 
gewährtes) P'orschungsstii:>endiuni. 

R. Uäi,nsTÄTMR und H. Kraut, B. 57, 10^2 [ lO-Ml- 
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Bisher unveröffentlicht; die Veröffentlichung in der Zeitschrift für physiologische Chemie 
ist beabsichtigt. 


132. ÜBER DIE PROTEASEN DER MAGENSCHLEIMHAUT. 

Von Richard Willstätter und Eugen Bamann. 

Erste Abhandlung über die Enzyme dei Leukocyten. 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

Mit I Abbildung im Text. 

(Abgeschlossen am 28. September 1928.) 

Einleitung. 

Es ist bekannt, daß die Magenschleimhaut außer dem Pepsin auch anderec proteo- 
lytisches Enzym enthält. P. Bkrgman^ sowie O. Cohnheim ^ fanden im Extrakt der 
Schleimhaut, hauptsächlich des Antrum pylori, Erepsin, das nicht sezerniert wird 3 . 
'Eine eingehendere Untersuchung, die anregend gewirkt hat, verdanken wir K. G. 
Dernby^. Er beobachtete in den Mucosa- Auszügen nur Pepsin; der Brei der Schleim- 
haut bewirkte aber bei alkalischer Reaktion (Optimum bei — 7,6) deutliche Hydro- 
lyse von Wittepepton, die einem Enzym vom Trypsin typus zugeschrieben wurdet. 

Unsere Beobachtungen über die Magenschleimhaut ergeben, daß sie in allen 
Teilen viel Erepsin enthält, und sie zeigen außerdem das Vorkommen einer bei schwach 
sauerer Reaktion wirkenden Protease an, die Gelatine, Kieralbumin und Clupein spaltet. 
Nach dem Vorschlag, den W. Grassmann und H. Uyckerhoff^ in der 13. Abhandlung 

' Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 18, S. 143 [1906]. 

“ Münch, med. Wochenschr. Bd. 54, S. 2581 [1907]., 

3 Hierauf wird eine von Herrn Prof. 0 . KeSTNER gemeinsam mit un.s demnächst zu veröffent- 
lichende Mitteilung eingehen. 

A vStudy on Autolysis of Animal Tissues. Journ. of Biolog. Chem., Baltimore, Bd. 35, S. 179 

[1918]- 

5 In einer Arbeit über die Reinigung der Magenlipase (Ztschr. f. physiol. Chem. Bd. 173, S. 17 
[1927/28], Abh.104) machten wir vor kurzem ähnliche Beobachtungen wie Dernby, aber an Aus- 
zügen aus der Magenschleimhaut, und wir suchten sie ebenso zu deuten wie Dernby. Diese Be- 
obachtungen über^lbstverdauung üi den Mucosa- Auszügen (sie sind ähnlich wie die gleichzeitigen 
Versuche von H. LÜERS u. J. Bader, Biochem. Ztschr. Bd. 190, S. 122 [1927] bei der Reinigung 
von Chymosin) bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion, die einen Gehalt an Trypsin an- 
zudeuten schienen, haben uns zu den genaueren Versuchen veranlaßt, die hier mitgeteilt werden. 

6 Ztschr. f. physiol. Chem. (im Druck), {Ahh.i2g). 
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über pflanzliche Proteasen machen, ist dieses Knzym als eine Proteinase zu be- 
zeichnen. Ihr Wirkuugsoptimum liegt bei “ 3,5 bis 4 (für Clupein bei 5). Beide 
Enzyme, die Proteinase und die Peptidase, sind schwerer extraliierbnr als Pepsin. 

• Die genauere Beschreibimg der Magenschleimhautenzyme stellt Übereinstimmung 
her zwischen diesem Gewebe und vielen anderen, in denen namentlich die Unter- 


suchungen von vS. G. Hhdin7 und von K. G. Dernby^ Gemische von Proteasen nach- 
gewiesen haben. Dies sind die als wenig spezifisch geltenden und nicht genau definier- 
ten Träger der Organ- und Gewebsaiitolysen. Dernby hat in der Leber, in der Milz 
und im Pankreas bei saurer Reaktion wirkende Pepsinasen und hei alkalischer Reak- 
tion wirkende Tr^^itasen gefunden, undHEDiN hat in der Milz, in der Niere und in den 
Lymphdrüsen Gemische verschiedener Proteasen beobachtet. 

Das Bild dieser Organ- und Gewebsproteasen wird sich wesentlich verein faclien. 
So wie E. Waedschmidt-Leitz und W. Deutsch 9 an den Lienoproteasen gezeigt haben, 
so scheint es allgemeiner zuzutreffen, daß nur eine im schwach sauren Gebiet wirkende 
Pr-oteinasc und eine bei schwach alkalischer Reaktion wirkende Peptidase für die be- 
obachteten Spaltungen verantwortlich sind und daß auf ihr Zusani men wirken auch 
scheinbare tryptische Effekte zurückzuführen sind. 

Es bedarf analytischer Kinzcluntersuchungen von der Art wie die Identifizierung 
des Darmercpsiiis mit den; Pankreaserepsin durch E. Waedschmidt-LJvITz und 
A. Schaffner'", um die zweite Proteinase der Magenschleimhaut mit der in schwach 
sauerem.Gebiet wirkenden Proteinase der Pankreasdrüse“ (in der Darmschlcimhant 
scheint sie noch nicht beobachtet worden zu sein, aber man muß sie darin aufsuehen) 
und der Speicheldrüse und der Milz (Lienoprotease) und anderer Organe hinsichtlich^ 
ihrer Spezifität zu identifizieren und um ferner mit dem Darmerepsin zu identifizieren 
die Peptidase der Magenschleimhaut, der Speicheldrüse, der Milz und anderer Organe 
und um die Einheitlichkeit dieses Erepsins, die cs von den Hefepeptidasen unterscheiden 
würde, noch genauer nachzuprüfen. 

Der Nachweis der in schwach saurem Gebiete wirkenden Proteinase der Magen- 
schleimhaut regt dazu an, ihre Entstehung und Funktion und die des Erepsins genauer 
zu prüfen. Es ist heute üblich, die Eiwoißverdauung auf die Wirkung von Pepsin. 
Trypsin und Erepsin zurückzuf übten, und es wird zumeist angenommen, daß das letz- 
tere als ein Darmsekret auftrete, wie die beiden anderen von Drüsen sezerniert werden. 
Die Beobachtungen an den nicht sezernierten, sondern, wie w^enn sie Mlbestandteile 
wären, in der Schleimhaut enthaltenen beiden Enzyme der Magenmucosa deuten auf 
einen größeren Unterschied hin zwischen den vSekreten Pepsm und Trypsin einerseits 


7 S G. Hedin und S. Rowland, Ztschr. f. pliysiol. Chem. Bd. 32, S. 341 S3 ^ 

S. G. Hedin, Journ. of Physiol. Bd. 30, vS. 155 [iWl ; Bioch. Journ. Bd. 2, S. i 12 [1906/07] J Jow«- 
of Biolog. Chem. Bd, 54. S. 177 [1922]; Ztschr. f. physiol. Chem. Bd. 122, >S. 307 [1922]; Ztsch . 

f. Bd" iV\i 9 r 7 ]; Journ. of Biolog. Chem. Bd. 35 . ^‘5. 179 [1918]- 

9 Ztschr. 1 physiol. Chem. Bd. 167, B. 285 [1937J (Ahh. 116). 

Ztschr. f, physic>i. Chem. Bd. 151. b, 31 [1926J {Abh. 112). 

” K. G. DERNBY, Journ. of Biolog. Chetv- Bd. 35, S. 179 [191^]» ^war S. 213. 
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und den in den Geweben wirkenden Enzymen (Proteinase und Peptidase) andererseits, 
hinsichtlich ihrer Bildungsweise und der Art ihrer Beteiligung an der Eiweißumformung. 
Es scheint nur eine von ihren P'unktionen in den Schleimhäuten des ganzen Ver- 
dauungstraktes zu sein, die Resorption der Proteine und ihrer Abbauprodukte zu ver- 
mitteln. 

Mit einer einfachen Annahme, die als Arbeitshypothese für die nächsten analy- 
tischen Versuche wegleitend sein soll, lassen sich alle an den proteolytischen Enzymen 
des Verdauungstraktes und anderer Organe gesammelten Beobachtungen einheitlich 
verstehen. Diese Annahme geht dahin, daß außer Pepsin und Trypsin zwei nicht (in 
Form wahrer Lösungen) sezeruierte proteolytische Enzyme in den Organen der höheren 
Tiere wirken, und daß sie die Proteasen der farblosen Blutzellen sind. Es ist wohl- 
bekannt daß die granulierten Leukocyten proteolytische Enzyme enthalten. Sie 
sollen mit den heutigen Methoden genauer untersucht und mit der schwach sauer 
wirksamen Proteinase und mit dem Erepsin verschiedenen Vorkommens verghchen 
werden. Es wird weiter zu untersuchen sein, ob dieselben farblosen Blutzellcn die beiden 
Enzyme enthalten oder ob mit der morphologischen Differenzierung eine enzymatische 
verbunden ist. 

Es läßt sich kaum umgehen, für die bei schwach sauerer Reaktion wirkende Pro- 
teinase (Magenschleimhaut-Proteinase, wahrscheinlich gleich Lienoprotease) einen be- 
sonderen Namen einzuführen; wir schlagen dafür die Bezeichnung Kathepsin vor 
(von m§£tp€iv = verdauen). Sind Kathepsin und Erepsin ubiquitär, weil- sie die 
proteolytische Ausrüstung der von allen Bindegeweben gebildeten Leukocyten dar- 
stellen? Der leukocytäre Apparat der Darmzotten, der Magen mucosa und Sub- 
mucosa, überhaupt aller Schleimhäute des Verdauungstraktes scheint mit diesen beiden 
Enzymen die von den Sekreten (Pepsin und Trypsin) eingeleitete Spaltung der Eiweiß- 
körper zu vollenden und ihre Resorption zu bewirken. 

Es bedarf also weiterer Untersuchungen, um zu entscheiden, ob nicht Pepsin und 
Trypsin allein in wahren Lösungen sezerniert werden, Kathepsin und Erepsin hingegen 
in Form von Granula und ihren Suspensionen auftreten. Der Abstand zwischen beiden 
Möglichkeiten wird dadurch überbrückt, daß auch Drüsen ihre in Form von Granula 
gespeicherten Enzym Vorräte nach Bedarf autolytisch aus den granulierten Zellen frei- 
legen könnten. Die oft geprüfte Frage verdient also erneut behandelt zu werden, ob 
wirklich Enzyme von der Düiindarmschleimhaut in homogener Lösung sezerniert wer- 
den, ob nicht doch das Erepsin des Darms und das Erepsin der Pankreasdrüse wie das 
Kathepsin der letzteren leukocytär gebunden auftreten. Auch wenn diese Enzyme 
von leukoytärer Herkunft sind und von den Wanderzellen transportiert werden, ist es 
immerhin möglich, daß sie an gewissen Stellen durch die Autolyse der Blutzellen auch 
freigelegt und dann sezerniert Vorkommen. E. Waldschmidt-Leitz und J. Wald- 

St. yiANXiisa, Biochem. Ztschr. Bd. 26, S. 140 [ 1910] ; M. TschErnoruzki, Ztschr. f. physiol. 
Chem. Bd. 75, S. 216 [1911 !. ; J. T. Parker and E. Franke, Journ. Med. Research Bd. 37, S. 345 
[1917]; K. G. Dernby, Journ. of Biolog. Chem. Bd. 35, S. 179 [1918] und zwar S. 204; N. Fies- 
SINGER, Les ferments des leucocytes en physiologie, pathol. et th^r. gener., Paris [1923]. 
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schmidt-Graser'^ haben allerdings ihre letzten Beobachtungen an Dannsaft so deuten 
müssen, daß die Knterokinase aus Leukocyten stamme, aber nicht das Darmerepsin. 
Wehn mit der Beseitigung gewisser Leukocyten die Kinase zum Verschwinden gebracht 
wird, aber nicht zugleich das Erepsin, so ist es dennoch möglich, daß Leukoe^den von 
verschiedener Art und Bildung als Träger der Kinase und des Erepsins in Betracht 
kommen 

Unsere Annahme, daß Kathepsin und Erepsin als I^eukocytcnenzynie in den 
Schleimhäuten des Magens und des Dünndarms Vorkommen und wirken, stimmt gut zu 
den histologischen Beobachtungen über die Anhäufung der Leukocyten an diesen Stellen. 
Sie stimmt auch gut zu der Erscheinung der ,,Leukopedesis gastrica'', die von ]\I.LoKrKR 
und G. Marchal*' eingehend untersucht und als durchaus normales riiänomen be- 
trachtet wurde. Das Auftreten der Leukocyten, welche nach r.oi-PKu und Marchal 
die Pepsin Verdauung unterstützen sollen, wird durch sehr verschiedene vSubstanzen 
ausgelöst, die in den Magen eingeführt werden. Es ist daher nötig, die Verdauungssäfte 
(Speichel, 'Magensaft und Darmsaft) vor der Untcrsncfiung auf gelöste Enzyme sorg- 
fältig von Zellen, und zwar unter Hintanhaltung ihrer Autolysc, zu befreien. 


Experimenteller Teil. 


I. Nachweis der in schwach sauerem Gebiet wirkenden Proteinase (Kathepsin). 


Die Uiftersuchungen über die /jH-Abhäiigigkeit der Pepsin Wirkung sind von S. P. L. 
v^öRENSEN^ö, von L. Michaelis und A. Mendelssohn^?, vohP.Kona und H. Klein- 
mann 18 und von J . H.Northrop^9 sterts mit käuflichen Präparaten von Pepsin aiisgeführt 
worden, also nicht mit einheitlichem Enzym, das noch nicht zugänglicli ist, oder wenigstentf 
mit reinem Magensaft. Die proteolytische Einheitlichkeit des Handclspepsins ist aber 
schon wiederholt bezweifelt worden, zuerst von E. Abderhalden und P. Pona"“. 9 a- 
kemura^^ fand im Kosselschen Institut, daß käufliches Pepsin in einzelnen I- allen eine 
Wirkung auf Clupein ausübte, die auf eine Beimischung von /^-Protease hindeutete«. 


o Ztsclir f. physiol. Chem. Bd. 166, S. 247 [1927] [Ahh.115). 

^4 E. WaldSCHMIDT-Leitz und J. W.^edschmidT-Gkaskr begegneten in reinem noriimlein 
Darmsekret nur dem Erepsin. Wenn in gewissen Fällen Enterokiiiase bei der vSpulung einer isolier- 
ten Darmschlinge gefunden wurde, so war sie auf Beimischung von Leukocyten aus den rolbkeln 
der Uarmwand zurückzuführen. In solchen FäUeii nahm die Menge der Kma.se 
vereiterter Datroschlingen ab und ver.schwand, .sie ging mit dem I^mkoeyteiigehalt ries 
parallel während zu gleicher Zeit das Erepsin sich nicht veniiindertc. .\her mul! dann wirklich 
Lepsin als ursprüngliches Sekretionspfodukt der Darin.schleinihaut gelten, können nicht andere 
Blutzellen als die kinaseführendeii Eiterzellen das Erepsin hervorhringpi ? 

‘5 Compt rend, des seances de la soc. de biol. Ed. 87, S. 610 und 1083 [1922). 

‘6 Biochem. Ztschr. Bd. 21, S. 131 [1909]. und zwar vS. 288. 

Biochem. Ztschr. Bd. 65. S. i [i 9 i 4 ]> . i>i h ^ .r 1., 

^8 Biochem. Ztschr. BL 150, S. 444 [1924L Bd. 155, S. 34 [^925]^ Bd. 159, vS. 14O 1 1>5]. 
^5 Journ. of Gen. Physiol. Bd. 5, S. 263 [1922]; Bd. 7. S. 603 [1925]- 

Ztee^. L p^y^siof ’cSin. Bd. 63,^8. 20^1^1909]. nnö zwar S. 206; vgl. auch: K. Hiravama, 

Ztsclir.^.^physwLrt^^^^ Wirkung^cines MagenfisteLsaftes erlaubt keine Schlußfolgerung. Der Saft 
war gewiß nicht zentrifugiert, er kann Leukocyten enthalten haben. 
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Für unsere ersten Versuche diente Pepsin von E. Merck, und zwar Pepsin, pulv, 
solub. Pharm. Brit. 1914 (,,löst 2500 Teile koaguliertes Eiweiß in 6 Stunden' ' [nach 
Mercks Index, V.Aufl., 1927]) und Pepsin. ,,absol. zur Anwendung nach Prof. Payr". 
Diese Handelspräparate sind etwa viermal schwächer als unsere rohen ammoniäka- 
lischen Auszüge aus getrockneter Schleimhaut. 

Gelatine. Angewandt 0,300 g Pepsin und 1,0 g Gelatine; die 
geschah mit 5 ccm 0,3 m Citratpuffer unter Zusatz von 0,5 ccm o,2n-Salzsäure für 
Pk ^ 5 > 2,5 ccm für = 5 ccm für — 8 ccm für p ^ = 2. Während des 

Versuchs blieb konstant. Volumen 50 ccm, 30 Die Bestimmung des Aciditäts- 
zuwachses führten wir nach WiEESTÄTTER, Waedschmidt-Leitz, DunAiturria und 
Kükstner^^ aus. Die Hydrolyse (Tab. i) ergab von pti = 2 bis 4 ungefähr gleiche 
Werte, und noch bei p^^ = 5 war die Aciditätszunahme etwa der maximalen. 

Tabelle i. 

Wirkung des Pepsins (Merck) auf Gelatine und Eieralbuiiiiii bei verschiedenen 
(Die Angaben bedeuten Aciditätszunahme, ccm 0^2 n-alkohol. KOK, in 10 ccm des Versuchsansatzes. ) 



Vere. mit 

Gelatine 

Vers, mit Eieralbumin 


mit Pepsin Ph. Br. 

mit Pepsiu nacIiPAVR 

mit Pepsin Ph. Br. 


Dauer: 52 Stcl. 

Dauer: 43 Std. 

Dauer; 2 Std. 

Dauer: 18 Std. 

2 

0,35 

0,34 

0,35 - 

1 0,80 

3 

0,32 

i 0,35 

0,23 

; 0.65 

d i 

0-34 

^ 0,31 

0,05 

1 0,20 


0,25 

0,21 

0,0 

0,20 

6 

0,09 

0,10 

0,0 

j 0,08 

7 i 

0,07 

i _ 

— 

1 — 


. Eieralbumin. Angewandt 0,150 g Pepsin Pharm. Brit., 1,0 g Eieralbumin 
(Kahlbaum) in 50 ccm Tösung bei 30 °. Zur ^j^-Einstellung waren außer 5 ccm Citrat- 
puffer noch erforderlich für = 6, =5, =4, — 3, = 2 : 0,10, 0,20, 1,30, 2,90, 
5,00 ccm n-Salzsäure. Die vSpaltungsbeträgc (Tab. i) sind mit diesem Substrat größer. 
In den ersten Stunden liegt das /)jj-Optimum, nach der weniger saueren Seite scharf 
abfallend, in dem für Pepsin bekannten Bereich, allmählich kommt aber daneben die 
Wirkung bei = 3 bis 5 zur Geltung. 

Clupein. Angewandt 0,300 g Pepsin Pharm, Brit. und 10 ccm Sproz. Eösung 
von Clupeinsülfat, deren p^ etwa 3,5 ist und mit 1,5 ccm n-Salzsäure auf p^ — 2 ge- 
bracht wurde; für die Versuche bei />h = 6 und 7,5 neutralisierten wir die Clupein- 
lösung mit verdünntem Ammoniak. Der Versuchsansatz enthielt 5 ccm o,2m-Citrat- 
puffer und betrug 25 ccm. Die Beobachtungen zeigen, daß die optimale Wirkung bei 
diesem Substrat im schwächer saueren Gebiet (p^ — 5) liegt (Tab. 2). 

Tabelle 2. 

Wirkung von Pepsin (Merck) auf Clupein bei verschiedenen (30° 48Std.). 
(Die Angaben bedeuten Aciditätszunahme, ccm 0,05 n-alkohol. KOH in 5 ccm des Versuchsansatzes.) 



2 

4 

5 

6 

7.5 


0,20 

0,30 ; 

0,55 

0,25 

0,0 


*3 Ztsclir. f. physiol. Chem. Bd. 16 1. S. 19 1 [^926] {Abh. 10 j). 
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Mit dem käuflichen Pepsin sollen nun frisch bereitete Auszüge aus getrockneter 
Mucosa verglichen werden. 

• * Die Magenschleimhaut von 16 einjährigen Schweinen, die gemäß der Schlach- 
tdngsart entblutet waren, wurde so gut wie möglich in Cardia-, Fundus- und Pylorus- 
region zerlegt. Nach dem Zerkleinern entfetteten und trockneten wir den Brei durch 
zweimalige V2 ständige Behandlung mit der zehnfachen Menge Aceton und durch ‘ 
zwx-imalige Einwirkung der fünffachen Menge Äther während 5 his 10 Minuten. Die 
Ausbeute in Form eines groben Pulvers von schwach grau-gelblichcr l'arbe betrug 
55 g Cardia-, 170 g Fundus-, 55 g Pylorusschleiinhaut. Zur Kennzeichnung dieser 
Anteile sei ihre lipatische Wirksamkeit angeführt. 

Je I g Cardiaschleimhaut enthält 350, Fundusregion ii, Pylorusantcil 20 Einheiten 
der Tributyrinspaltung (B.ä-E,)^'^. 

Hinsichtlich der Pepsinwirkung ist die Fundusregion die günstigste, aber die 
Unterschiede sind lange nicht so groß wie bei der Lipase. Mit Glycerinauszügen aus 
je 0,58 g und mit o,in-SaIzsäureauszug aus je 0,40 g Schleimhaut im Versuebsansatz 
von 25 ccm, der 6,25 ccm öproz, Caseinlösung und 10 ccm o,2n-Salzsäure enthielt, er- 
mittelten wir in 4^ Stunden bei 3^ ° Aciditätszunahme in 10 ccm. 

ccm o,a n-alkohol. KOH 
Fundus Cardia • Pyloms 

Mit Glycerinaas zug .... ijo 0,45 0,65 

Mit Salzsäureauszug .... 0,95 0,35 0,40 

Fiir einen Teil der Versuche diente die Mucosa des Hundemagens. Die Tiere wur- 
•den bei der Tötung nicht entblutet; daher war die Magenschleimhaut blutreich, die 
Trockenpräparate behielten dunklere rötlich-braune Farbe. 

Die Trockenpräparate der Mucosa lieferten mit der lo- bis 2o-fachen Menge o,in- 
Salzsäure oder 0,025 n-Ammoniak '/z ständiger Einwirkung Auszüge, die bei gleichem 
Trockenrückstand die käuflichen Präparate weit übertrafen. Bei der Messung mit 
Gelatine zeigte die salzsaure Lösung (Tab. 3 und Abb.) von = 2 bis 3 einen Rück- 
gang der Spaltung auf etwa die Hälfte und dann einen flachen Verlaut der ^„-Ab- 
hängigkeitskurve bis = 5 - Die ammoniakaUsche Lösung ist verhältnismäßig wirk- 
samer im schwäch saueren Gebiete, und zwar ist die Wirkung bei - 4 sogar etwas 
größer als bei p^ = 2. Die Freilegung der zweiten Proteinase wird also bei schwach 
alkalischer Reaktion begünstigt. Die Aciditätszunahmen in fast neutralem Medium^ 
sind gewiß von Erepsin beeinflußt, dagegen ist es ausgeschlossen, die Hydrolyse in 
schwach sauerem Gebiete auf Zusammenwirken von Pepsin und Erepsin zuruckzufuhren. 
Erepsin ist nämUch (vgl. die Beobachtungen über seine /.„-Abhängigkeit im folgenden) 
schon bei p^ = 5 wirkungslos und es ist in saurer Lösung sehr unbeständig. 

Die Versuchsanordnung ist dieselbe wie bei Tab. i; nur war zur /.„-Einstellung 
für den ammoniakalischen Auszug mehr o,2n-Salzsäure nötig, nämlich für = 6, 


— ^ — 4 =3 =2: 0,5, i»5, 4.5, 8,0, 13,0 ccm. 

■’l Vet R WaisiArrER. F. Haurowitz und F. Memiien, Ztschr. f. physiol. Chem. Bd. 140. 
S. 2oi[!924l,undzwar*S. 208 ; R. WUESTÄTTER und E. Ba-Mann, Ztschr, f. physiol. Chem. Bd. 173. 
S. 17 [1928J, und zwar S. 21 und 24 {Abh. 97 «• ^04). 


WUlstätter, Enayme, 


III 
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Tabelle 3. 

Wirkung von Auszügen der getrockneten Magenschleimhaut auf Gelatine bei 
verschiedenen 66 Stunden j 30®. 

(Die Angaben bedeuten Aciditätszuwachs, ccm o,2n-KOH in 10 ccm Versuchsansatz.) 


Ph 

Salzsaurer Auszi^j 
aus 0,43 g Trocfcenmucosa 

Ämmoniakalischer Auszug 
aus 1,5 g Trockenmucosa 

2,0 

0,25 

o >45 

3 >o 

0,12 

0,39 

4 >o 

0,10 

0,50 

5.0 

0,09 

0,23 

6,0 

0,04 

0,20 

7 >o 

0,0 

' 0.15 

8,5 

i 0,0 

0,10 


Um Auszüge wie die hier angewandten mit unseren Handelspräparaten von 
Pepsin zu vergleichen, prüften wir sie unter den Bedingungen der Tab. i mit Eieralbu- 
min bei Pu = 2 während 2 Stunden. Von den Enzymlösungen (25 ecm) aus 0,5 g 
gesamter Schleimhaut bewirkte a) die salzsaure (0,025 11) 0,40, b) die ammoniakalische 
(0,025 o,2n-KOH Aciditätszunahme gegenüber c) 0,35 ccm beim Versuch 

mit käuflichem Pepsin. Die zugehörigen Trockengewichte sind : a) 65, b) 105, c) 150 mg. 
Deutlicher als die käuflichen Enzympräparate zeigen Auszüge aus frischer Magen- 
schleimhaut, die zweckmäßig mit Glycerin bereitet werden, mit Gelatine als Substrat 
neben der Pepsinwirkung eine sogar noch stärkere proteolytische Wirkung im schwächer 
saueren Gebiet. (Tab. 4 und Abb.) Es ist ein wesentlicher Umstand, daß die Glycerin- 
auszüge in sehr langer Dauer (etwa 8 Wochen) bereitet waren. Das Wirkungsoptimum 
lag in einem Versuch bei pj^ = 3,5, in zwei Versuchen (Mucosa von Schwein und Hund) 
hei pji = 4. Der Glycerinauszug aus Hundemagenschleimhaut wies die Wirkung ini 
schwach saueren im Vergleich zum stark saueren Gebiet in überragender Weise auf. 
Die hier verhältnismäßig stärkere Wirkung der schwach saueres Medium erfordernden 
Proteinase ist vielleicht durch den Blutgehalt der Schleimhaut (siehe oben) bedingt. 
Die noch bei ungefähr neutraler Reaktion nicht unerhebliche Gelatinespaltung ist 

Tabelle 4. 

Wirkung von Glycerinauszügen aus frischer Magenschleimhaut auf Gelatine bei 

verschiedenen 30®. 



Magen des Schweines 
Angew. Mucosa eotspr. 
Trocken gew. 

Magen des Hundes 
Angew. Mucosa entspr. 
Trockengew. 


o, 3 Ö g 

1,80 g 

1,80 g 


65 Std. 

20 Std. 

24 std. 

2,0 

0.55 

0,70 

0.39 

3^0 

0,50 

~ 

0,55 

3^5 : 

— 

0,90 

— 

4,0 

0,60 

0,52 

0,72 

5^0 

0,25 

0,21 

0,43 

6,0 

0,18 

0,17 

0,22 

7.0 

0,20 

0.16 

0,14 

8.3 

0,15 

0,02 

0,10 

9,0 

0,05 

0,05 

0,08 
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nicht allein der Proteinase zuzuschreiben, sondern zu ihrer Wirkung dürfte sicii hier'die 
des Erepsins gesellen. 

Die Versuchsanordnung war die gleiche wie bei den Messungen der Tab. i ; nur 
ih der ersten Versuchsreihe (mit 0,36 g Trockensubstanz) war die Substratnienge ver- 
doppelt (2 g in 50 ccm), daher war auch die zur 7?^^ -Einstellung nötige Menge 0,2 n- 
Salzsäure zu verdoppeln. 



/>H-Abhängigkeit der proteolytischen Oelatinespaltuiig durch Magenschleimhautauszügc. 

I, Salzsaur. Aiisz. der getrockn. Schleimhaut (Schwein) 0,45 g, 66Std. (Tah. 3). 

II. Glyceriiiausz. der frischen Schleimhaut (Schwein) 0,36 g Trockeiigew,, 65 Std. (iah. 4). • 
III. Glycerinausz. der frischen Schleimhaut (Hund) 1,80 g Trockengew., 24 Std. (lab. 4). 

Die beobachteten Werte von ccm 0,2 n-KOII sind derart umgerechnet, daß die bei 
2 gefundenen als Einheit dienen. 


II. Prüfung auf Trypsinwirkung. 

K. O. iw d^r wkVt iw dwew 

vom 'tiypsVntypvis nac\izuweisen. die ein ansgesprochenes ^)„-OptiTnnm von 7,6 ei- 
kennen Heßen. Als Substrat diente Wittepepton. _ Da wir an Gelatine keine tryptische 
Wirkung beobachten können, Wird die von Dernby im schwach alkalischen Gebiet 
gefundene Spaltung auf ereptische Hydrolyse von Peptiden in dem angewandten Sub- 
strat zurückgeführt werden müssen. 

Gemäß ddr Trypsinbestimmung nach Wilest.^ter, Waldschmidt-Deitz, 
DunAiturria und KünstnER prüften wir die Clycerinauszüge aus frischer Mucosa 
(Schwein und Hund) mit und ohne Aktivierung durch Enterokinase. Die Aciditäts- 
zunahmen nach 24 Stunden entsprachen 0,10 bis 0,12, nach 48 Stunden 0,18 ccm o,2n- 
alkohol. KOH, während der parallele ^eerversuch 0,13 ccm erforderte. Das ist ein 

III* 
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gänzlich negatives Ergebnis. Wenn eine spurenweise Spaltung erfolgte, so ist sie der 
im schwach saueren Gebiet wirkenden Proteinase zuzuschreiben. 

Bestimmungen mit am moniakali sehen Auszügen aus getrockneter Mucosa, eben- 
falls unter Aktivierung mit Enterokinase, führten zu demselben Resultat. In Ver- 
suchen mit Cardia-, Fundus- und Pylorusanteil der Mucosa fanden wir mit 1,30 g 
Trockengewicht im Versuchsansatz von 50 ccm in Titrationsproben von 10 ccm (enth. 
0,30 g Casein) Aciditätszunahme in 40 Stunden von 0,20 ccm gegen 0,10 ccm im Eeer- 
versuch. 


III. Bestimmung der ereptischen Wirkung. 

Die Prüfung der (Monate alten) Glycerinauszüge aus frischer Magenschleimhaut 
mit Eeucylglycin (Tab. 5) ergab, daß darin ein bei = ungefähr 8 optimal wirkendes 
ereptisches Enzym reichlich enthalten ist, das in sauerem Gebiet von = 5 an gänz- 
lich wirkungslos ist. Besonders die Versuche mit 20 Stunden Dauer zeigen, daß nicht 
Peptonbildung durch Pepsin und Peptidspaltung durch Erepsin zusammen Kathepsin- 
wirkung vortäuschen. 

Unsere Beobachtung des />H-Optimums ist keine sehr genaue. Sie stimmt mit der 
Ditcratur genügend überein, denn E. Waldschmidt-Deitz und A.Harteneck^s haben 
für Pankreaserepsin />n ='7,8, E. Waedschmidt-Leitz und A. Schäffner^^ für Darm- 
erepsin = 7,8, H. VON Euler und K. Josephson^’ für dasselbe ~ 8,0 als Opti- 
mum ermittelt. 

Für unsere Bestimmung der ^H"-^^^ängigkeit diente ein Versuchsansatz mit 
12,5 ccm Lösung von 0,4705 g d-l-Leucylglycin, 2 cCm Glycerinauszug, entsprechend 
o,f44 g Mucosatrockengewicht, und meistens mit o,2m-Citratpuffer in 50 ccm, wovon 
je 10 ccm titriert wurden. 

Tabelle 5. 

Hydrolyse von d-l-Leucylglycin durch Glycerinauszug der Magenschleimhaut bei 
verschiedenen (30°). 

{Die Angaben bedeuten ccni 0,2 n-alkohol. KOH für Titr. von 10 ccm Vers. -Ans. mit 0,0941 g — 

0,0005 Mol Peptid.) 


Pr 

Magfit tles Schweines 
Atigew. UlJicosa entspr. 0,020 g 
Trockenst w. 

Magen des Hundes 

Angew. Mucosa entspr. 0,02g g 
Trockengew. 

I Std. 

[ 20 std. 

r Std. j 

20 std. 

8.6 

0,82 

— 

0,84 1 

— 

8.0 

1,00 

— 

— 

— 

7,8 

— 

— 

0,93 

— 

7,5 

0,83 

~ 

— 

— 

7,0 

o,c 6 ' 

1.25 . 

0,09 

— 

6,0 

0,03 1 

0,25 

— 


. 5,0 

0,0 

0,0 

0.0 

0,0 

3.5 

0,0 i 

0,0 

0,0 

0,0 

2,0 

0,0 j 

0,0 

~ 

— 


^5 Ztschr. f. physiol. Chem. Bd. 147, vS. 286 [1925], und zwar S. 307 {^6A. J09). 

•''» Ztschr. f. physiol. Chem. Bd. 151, vS. 31 [1925/26J. und zwar A 37 {Ahh. 112). 

Ber. Chem. Ges. Bd. 59, S. 226 [1926] ; H. von EueeR, Chemie d. Enzyme, II. Teil, S. 409, 
München [1927]. 
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Hinsichtlich der Beständigkeit, die natürlich von dem wechselnden Schutz durch 
Begleitstoffe abhängt, gleicht das Magenerepsin viel mehr dem Pankreaserepsin nach 
ien Beobachtvingeh von K, Waldschmidt-Bkitz und A, Harteneck^^ als dem Darm- 
Erepsin, das sich nach K. Waedschmidt-J^eitz und A. Schaffnern ganz anders ver- 
hält. Mit der Trocknung der Darmschleiinhaut schien so gut wie vollständige Zer- 
störung des Erepsins verbunden zu sein. Dagegen lieferte die mit organischen Lösungs- 
mitteln unter gewissen Vorsichtsmaßregeln getrocknete und monatelang aufbewalirte 
Magenmucosa beim Extrahieren ähnliche Ausbeuten an Erepsin wie die frische. In 
wäßriger I/ösung ist das Magenenzym bei sauerer Reaktion ganz unbeständig und auch 
bei alkalischer Reaktion noch weniger beständig als bei neutraler; durch Zusatz von 
Glycerin zur neutralen Losung wird es vollkommen haltbar. Mit Salzsäure, z. B. 0,025 n 
in 30 Minuten, lassen sich daher keine ereptisch wirksamen Mucosa-Auszüge herstellen. 
Dadurch erklärt cs sich, daß das von uns geprüfte Pepsin des Handels eiepsinfrei ist. 

Die vergleichenden Versuche wurden /nit einem 0,025 n-ammoniakalischen Auszug 
■(150 ccm) der getrockneteh Mucosa (5 g) ausgeführt, der nach Neutralisieren auf 200 ccm 
gebracht war. Je 50 ccm Auszug versetzten wir a) mit 25 ccm Wasser, b) 25 ccm o,i m- 
Dinatriumcitratlösung, c) 25 ccm o,im-Dinatriumphosphatlösung, d) 25 ccm Sbproz. 
Glycerin. Zur Bestimmung dienten 0,4705 g d-l-Leucylglycin und NH3 . NH4CI- 
Puffer im Volumen von 25 ccm bei 30^ während 2 Stunden, bei^i^ = 7,8, litrations* 
probe io.ccm. 


. a) Die neutrale Losung ergab frisch bereitet 

,, naclu 24 Std. bei 20° 


b) , 

,, sauere .,{pn-S’S)” 

3 

G 

alkal. 

„ 3 

Ö)- 

,, glycerinhalt. ,, 

3 

,, ^4 


Peptidspalt, entspr. 0,80 ccm o,2n-KOH 
0,30 „ 

,, 0,0 ,, ,, ,,, 
also völlige Zerstörung. 
o,20ceiii 0,2 n-KOH 
,, ,, 0,92 ,, ,, 

„ ,, 0.94 :> 

al.so völlige Be.stuiidigkeit. 


Wenn eine solche wäßrige Enzymlösung beim Stehen allmählich Aktivität ein- 
büßt, so kann die Prüfung mit verschiedenen Substraten, nämlich Di-, Tri- und Poly- 
peptiden, untef Umständen einen Anhalt dafür bieten, ob in dem Enzym ein Gemisch 
von Dipeptidase und Polypeptidase vorliegt. Bei dem Erepsin der Magenschleimhaut 
zeigte sich ungefähr gleichmäßige Abnahme der Dipeptid- und Tripeptidhydrolyse. 


anlivngs 

Leucylglycin Oi 55 

Leucylglycyl-glycin . . .0,75 


Siialtuiig entsprccliend 
nacli I Std. Stehen bei /}jj = 4,2 
0,0 
0,0 


Std. Stehen bei p^^ = y,<j 

0 , 3 « 

0,53 


Das Vorkommen des Erepsins ist ein fast.gleichmäßiges in den einzelnen Regionen 
d.er Magenschleimhaut: Der Vergleich der ammoniakalischen Auszüge aus den An- 
teilen der getrockneten Mucosa ergab nur etwas niedrigere Werte für die Pars pylorica 
aber nach der zuverlässigeren Analyse der frischen Schleimhaut durch Extrahieren mit 


N* Ztschr. f. physlol. Cheni, Bd. 147’ 
*5 Ztschr. L physiol. Cheni, Bd. 15 1, 


S. 286 [1925] inid zwar S, 296. 
S.*3i [1926] und zwar 8.44- 
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Glycerin ist sogar die Pylorusregion ein wenig reicher an Hrepsin als Fundus- und Cardia- 
teil. Den kleinen Unterschieden ist also wenig Bedeutung zuzuschreiben. 

Spaltung von 0,001 Mol d-l-T^ucylglycin im Vol, von 10 ccm; = 7,8, eingest. mit NHj- 
NH4 CI' Puffer. Dauer 6 Stunden bei Versuch I, i Stvuide bei Vers. II, III, IV. {Die Ai^aben 
bedeuten ccm o,2n-alkohol. KOH.) 

Fuudua Cardia Pylotus 

I. Ammouiakauszug (V2 Stunde von 0,08 g tr. Muc.) (Schwein) ... 1,47 1,40 1,20 

II. Glycerinauszug (2 Wochen, frisch. Muc. == 0,056 g trocken) (Schwein) 1,04 1,00 1,20 

III. ,, (6 ,, ,, ,, =0,056,, ,, ) ,, 1,40 — 

IV, „ (2 .. =0,056,, ,, ) (Hund) 1,00 — — . 

Das Krepsin ist schwierig aus der ySchleimhaut in Uösung tiberzuführen, schwerer 
als Pepsin. Bei dreimaligem je einstündigem Extrahieren getrockneter Magenschleim- 
haut mit 0,025 n-Ammoniak (j^ 2 g Fundusregion mit 50 ccm) gewannen wir Enzym- 
lösungen, in denen die Pepsinwirkung von einem zum nächsten Auszug einen bedeuten- 
deren Rückgang zeigte als die ereptische. 


Erepsinbestmimung. Spaltung von 0,001 Mol d-l-Deucy^lycin im Vol. von 10 ccm bei 
pK~ 7 durch Auszug aus 0,08 g Mucosatrockengewicht. ' 

Pepsinbestimmung. Spaltung von o, 1 5 g Casein im Vol. von 10 ccm bei p^ ^ 2 durch denselben 
Auszug. 


Pepsinwirkung 


Krepsiiiwirkung 


I. Auszug 
II. 

III. „ 


0,50 ccm, best, in 24Std. 
0,40 ,, ,, ,, 24 ,, 

0,25 ,, ,, 24 ,, 


0,55 ccm, best, in 2 Std. 
1,10 ,, ,, „ 5 ,, 

0,90 ^ 5 >. 


Beobachtungen an Magensäften. 

Die Beschaffung von Magensäften wurde uns ermöglicht durch die freundliche 
Unterstützung des Herrn Dr.AhBRECH'rScHMiDT-OTi^, Assistenten der II. Inneren Klinik 
im Krankenhaus 1 . d. Isar, dem wir für seine Hilfe unseren besten Dank ausdrticken. 

In (drei) normalen Magensäften von sauerer Reaktion fanden wir, auch wenn sie 
sofort nach dem Aushebern neutralisiert wurden, keine Spur von Erepsin. Wenn ein 
wenig von diesem Enzym vorhanden war, so genügte die Acidität der Säfte zu seiner 
Zerstörung; die negativen Beobachtungen erlauben daher keine Folgerungen. 

Neutral reagierende Magensäfte von Kranken übten in allen geprüften Fällen (vier 
Nüchtemsäfte, zwei Nachsekrete nach Probefrühstück) beträchtliche Erepsinwirkung 
aus (gefunden bei Hydrolyse von 0,0470 g Leucylglycin in 5 ccm durch 2,5 ccm Saft 
in 48 Stunden Aciditätszunahmen von : 0,60, 0,70 [d. i. mehr als die für einen Antipoden 
berechnete Menge], 0,48, 0,45, 0,27, 0,50 ccm o,2n-alkohol, KOH). Für den Erepsin- 
gehalt kann in allen diesen Fällen, obwohl die Säfte klar und gallenfrei erschienen, 
außer in den Magen gelangtem Speichel sowohl Darmsaft wie auch ein Gehalt an Zellen 
verantwortlich sein. Diese anormalen Magensäfte zeigten schwache Pepsinwirkung, aber 
starke Trypsinwirkung (gefunden z. B. Spaltung von 0,15 g Casein in 10 ccm während 
48 Stunden durch 2 ccm Saft entsprechend 1,25 und 1,90 ccm o,2n-alkohol. KOH). 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir unseren aufrich- 
tigen Dank aus für die Förderung unserer Arbeit durch ein (Herrn E. Bamann) ge- 
währtes Förschungsstipendium. 
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Elution, auswählende von Mal- 
tase.und Saccharase 936. 
Emulsin, I. Abh. 1003. 
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FJmulsin, II. Abh. 1022. 

— , Bestinunnngsmethode 1005, 
1024. 

— , Darstellung 1015. 

— , einheitliche Natur der ß- 
Glucosidase 1098. 

— , Verzuckerung von Stärke 
durch E. 1031. 

— 2icitwerte 1005, 1024, 1098. 
— , siehe auch /^-Gliicosidase. 
Enterokinase 1258, 1372, 1487, 
1510. 1519. 

— , Adsorptions verhalten 1381, 
1514. 

* — , Bestimmung 1286, 1373* 

— , Bildvmg in der Pankreas- 
drüse 1283. 

— .Darstellung 1273. 

— , Nachweis 1492. 

— , Prüfung des Darmsaftes auf 
. E. 1527. 

* — , Trcmiung von Trypsin 1293, 
tSi9: ■ 

— , Vorstufe (Prokinase) 1488. 
Enterokinasefreies Trypsin 
1293, 1519- 

Enzymadsorbate, gehemmt wir-,| 
kende 1170, 1171, 1216. 

— , kompleKe 1157* 
Enzymadsorption 12, 32, 46, 
V 60, 722, 735, 1629. 

- Geschichte der E. 33, 66, 
I181. 

Enzymatische Katalyse u. Was- 
serstoffionenkatalyse, ver- 
glichen an einigen Zuckern 
und Glücosiden 1141. 
Enzyme, Affinität zu stereoiso- 
meren Zuckern 3092, 

— , Maßeinheiten 68. 
Knzyniforschung, Methoden 3, 

25, 43, 56. . 

Enzymisolierung. 25, 43. 
Erepsin der Hefe 1607, 1647, 
1656, 1683. 

— der Magenschleimhaut 1764. 

— der Pflanzen 1592. 

— des Darmes 147 3- ^494» 

, Befreiung von Trypsin 

i5«7- 

, Bestimmung i497> 

.Spezifität 150^' 1529- 

— desPankreasi46o, 1475 »-J 523- 

, Adsorptionsverhalten 

1471- 

^ Bestimmung 1464. 

^ Gewinnung 1466. 

, spezifische Wirkung 

1475» 1529- 


Erepsin des Pankreas, Trennung 
vom Trypsin 1469. 

, Vergleich mit Darmerep- 

.sin 1473. 1531. 

Esterhydrolyse, asymmetrisclie 
durch Enzyme 1735. 

Ferment- und Wasser stoffionen- 
katalyse, verglichen an eini- 
gen Zuckern und Glücosiden 
1141. 

Ferrihydroxyd 19 1. 

Fettspaltung, Bestimmung der 
pankreatisclien 1153. 

Freilegung des Invertins aus der 
Hefe 556, 610, 758, 810, 835, 
850, 922, 

— , fraktionierte der Hefe- 
proteinase vuid -polypep- ! 
tidase 1719. 

Fibrinauflösung ' durch Prote- 
asen, Bestiinmungsraethode 
1597- 

Gärung, auswähleiide mit ga- 
laktosegewöhiiter Hefe 954. 

— , auswählende von Zucker- 
gciriischen 950. 

— bei minhnaler Zuckerkon- 
zentration 789. 

^ direkte, der Maltose durch 

maltasearrae Hefen 879. 

, direkte, der Maltose durch 

maltasereiche Hefe 938. 

— , direkte, des Milchzuckers 
895. 

— , direkte, des Rohzuckers 818. 

^ Vergleich von a- und /5^-Glu- 

cose 946. 

Gärvermögen von Milchzucker- 
hefen 895. 

Gärwirkung maltasearmer He- 
fen 879. 

Galaktosegewöhnte Hefen, aus- 
wählende Gärung 954. 

Getreidekeiine, Peroxydase aus 

521- .. 

Glucose, Bestimmung mit Hy- 
pojodit 99. 

— , Einwirkung von Hefeaus- 
zügen bei verschiedenen Aci- 
ditäten 974- 

^ Vergleich von « und ß in der 

Gärung 946. 

Glucosidase, «, Frage der Ver- 
schiedenlieit von Maltase 
.995, 1127, 

^ iX-, Vergleich mit H’-Ionen- 

katalysc *1141* 


Glucosidase, ß-, des Emulsins, 
einheitliche Natur 1098. 

— , ß-, Vergleich mit H'-Ionen- 
katalyse lUS- 

Haeniase 382. 

Halbgärzeit 884. 
reduzierte 966. 

Hefe, enzymatische Eigenart 
892, 921. 

— , fraktionierte Auflösung 619, 
810. 835. 1712. 

— , Freilegung des Invertins aus 
H. 758, 810, 835, 850. 922. 
— , galaktosegewöhnte 954* 

— , maltasearme 879. 

— , maltasereiche 938. 

— , proteolytische und diasta- 
tische Imtleerung 619, 850, 
856. 

— , SaccharasevermehrunginH. 
784. 

— , Saccharasevenninderung in 

H. 817. 

Hefe-amygdalase 1129. 

Hefe- Auszüge, synthetische 
Wirkung auf Glucose 974. 
Hefe- Autolysate, Alterung 640, 
690, 1617. 

Hefe- Autolyse, fraktionierte un- 
ter Neutralisation 835, 925, 
1621, 1719. 

Hefe-dipeptidase 1653, i65fi, 
1683. 

— .Bestimmung 1615, 1649. 

- , Darstellung cinlieitlicher H. 

1653- 

Hefe-erepsin 1607, 1647, 1656. 
Hefegummase 856. 

Hefeguinmi 238, 801, 856. 

— , Bestimmung 242, 8t>i, 859. 
Ilefe-neutralautolysate 566. 758. 

835. 866, 922, 1621, 
Hefe-maltase, siehe Maltase. 
Hefe-peptidasen, Spezifität der 
H. 1683. 

Hefe-polypeptidase 1656, 1669, 

1683. 1708, 1723. 1727- 

— , Bestimmung 1723. 

— . Reinigung von Dipeptidase 
1673. 

— , l'rennung von Proteinase 

1719- 

Hefe-proteasen 1607, 1647,1656, 
1669, 1683, 1708, 

— , Adsorptionsverhalten 1647. 
— , Freilegimg 1631, 1719' 

— , Trennung 1647. 
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Hefe-proteinase 1610, 1Ö23, [ 

1654, 1725. I 

— , Aktivierung 1725. 

— , Abhängigkeit 1726. j 

— , Spezifität 1731. | 

Hefe-trypsin 1610, 1623, 1654. i 
— , Bestiinimnig 1610. i 

— , siehe Proteinase. 1 

Hefetrocknung 963, 

Hemmung der l<eberesterase 
durch Ketocarbonsäureester 
H55- 

— der Peroxydase durch Hy- 
droperoxyd 503. 

— pflanzlicher Proteasen durch 
Blausäure 1568. 

Hepatokatalase 393. 
Hochmolekulare Verbindungen, 
Reinigung durch Adsorption 
238, 243. 

Hydrate und Hydrogele 141, 
152, 158. 163, 173. 184, 195, 
206, 21 1, 216, 224, 1744. 
Hydroperoxyd, hemmende Wir- 
kung auf Peroxydase 503. 

Invertin, I. Abh. 535. 

— II. Abh. 606. ! 

— , III. Abh. 636. 

— , IV. Abh. 687. 

— , V. Abh. 698. 

— , VI. Abh. (Uber Enzym- 
adsorption I) 722. 

VII. Abh. (Uber Enzym- 
adsorption II) 735. 

— , VIII. Abh. 752. 

— , IX. Abh. (Invertinanreiche- 
rung in der Hefe) 784. 

— , X, Abh. 799. 

— , XI. Abh. (Invertin Vermin- 
derung in der Hefe) 817. 

— .XILAbh. 831. 

— , Freilegung aus der Hefe 758, 
810, 835, 850, 922. 

— , Saccharase- und Raffinase- 
wirkung 1053. 

— , siehe auch Saccharase. 
Isoliertmg von Enzymen 25, 43. 

Kaolinvorbehandlung 585, 702. 
Katalase 381. 

Kathepsin 1758. 
Keimungslipase 340, 366. 
Kieselsäure (IX. Mitt. über 
Hydrate und Hydrogele) 2 1 1 . 
Kieselsäuren, einfachste 

(XI. Mitt. über Hydrate und 
Hydrogele) 1744. 

Kieselgele 213, 1754. 


Kinase der Pflanzenproteasen 
1569, 1705. 

— des Trypsins, siehe Entero- 
kinase. 

Koadsorbentien 570. 
Koeluentien 570. 
Konfigurationsspezifität der 
Esterasen und Uipaseii 1318, 

1319, 1344. 1356. 1407. 1432, 
I735' 

ICrystallisiertes Chlorophyll, en- 
zymatische Bildung 251, 291 

303- 

Kürbis -protease 1569, 1579, 
1589, 1600. 

Lactase, Bestimmung 896. 
Uactasegehalt und Gär vermögen 
von Milchzuckerhefen 895. 
Lactose, direkte Vergärung 904. 
Leber-estcrase, ^ Beständigkeit 
1441. 

— , Bestimmung 1324, 1326, 
1327. 

— Hemmung durch Ketocar- 
bonsäureester 1455. 

— Reinigung 1331, 1435. 1441- 
— , stercochemische Spezifität 

1318, 1319, 1344, 1432. ^35* 
— , Vergleich mit Pankreaslipase 

1319- 

— , Vergleich mit Taka-esterase 
1404. 

Leukocytenenzyme 1756. 
Leucine.ster, enzymatische Hy- 
drolyse 1340, 1694. 
Lieno-erepsin 1535. 
Lieno-proteasen 1183, 1533. 
Lipase, siehe Keimungsl., Le- 
beresterase, Magenl. , Pan- 
kreasl-, Ricinusl., Samenl. 

Magen-lipase 1309, 1344, 1398, 
1422, 1432. 

— , Darstellung 13 II, 1348,1427, 
— , Konfigiuationsspezifität 
1344, 1356, 1432. 

— , ^H-Pptinium bei verschie- 
denen Tieren 1344, 1398. 

— , Reinigung 1348, 1427. 

— , VergleichmitPankreaslipase 
1309, 1422, 1432. 
Magenschleimhaut, Proteasen d. 
M. 1756. 

— , ereptische Wirkung der Aus- 
züge 1764. 

— , scliwach sauer wirkende Pro- 
teinase der Auszüge 176?. 
Magnesium- und Calciumsalze, 
Bestimmung 1:3. 


Maltase, I. Mitt., Maltaselösun- 
gen aus Hefe 863. 

— , II. Mitt., Bestimmung in 
der Hefe 869. 

— . III. Mitt.. Verschiedenheit 
von a-Glucosidase 995* 

— , IV. Mitt., Gärwirkung inal- 
tasearmer Hefe 879. 

— , V. Mitt., Relative Spezifität 
der Hefemaltase 1127. 

— , VI. Mitt., Zur Kenntnis der 
Hefemaltase 909. 

— , VII. Mitt., Trennung von 
Maltase und Saccharase 929. 

— , VIII. Mitt., Direkte ’Mal- 
tosegärung durch maltase- 
reiche Hefe 938. 

— , Affinität 1134. 

— , Bestimmung 877, 914. 

— , Bestimmung in der Hefe 
869, 915. 

— , Elution von Saccharase mid * ' 
Maltase aus ihren Adsor- 
baten 626. 

— , Freilegung aus der Helfe 866, 
871, 922. 

— , Kinetik ^911. 

— , /jh -A bhängigkeit 909. 

— , Trennung von Saccharase 
929. 

— , Wirkung in sauerem Bereich 
939- 

— , Zvmahme der Wirkung in 
Autolysaten 926. 

— , siehe auch a-Glucosidase. 

Maltose, direkte Vergärimg 890, 
921. 938. 

— imd Revertose aus Glucose 
974- 

Mandelsäureester, enzymatische 
Hydrolyse 1341, 1355, 1407» 
1432, i457> 1735- 

— , Hemmung , der Spaltung 
durch Ketocarbonsäureester 
1455- 

Maßeinheiten der Enzyme 68. 

Methoden der Enzymforschimg 
3, 25. 43. 56. 

Mikrobestimmung der Phos- 
phorsäure 117. 

Milchsäfte, Proteasen pflanz- 
licher M. 1698. 

Milchzuckerhefen 895. 

Milionreaktion, quantitative 
Bestimmung 719. 

Milz, proteolytische Enzyme 
1533* 

Mischkatalysatoren, Vergleich 
mit aktivierten Enzymen 9. 
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Monokieselsäure 1748. 

Monozinnsänre 186. 

Oxyhämoglobin, peroxydatische I 
'Wirkung 10, 425, 475. 

Pankreasdrüse, präparative Ver- 
arbeitung 1189, 1466, 

— , tryptische und ereptische 
Wirkung 14Ö0. 

— , Vergleich der Ftizyme mit 
Pankreassekret 1523. 

Pankreasenzyme, I. Abh., Be- 
stimmung der pankreat. 
Fettspaltung 1153. 
ir. Abh., Pankreaslipase 
1179. 

— , III. Abh., Pankreasamylase ; 
1224. 

— . rV.Abh., Stalagmometr. Be- j 
Stimmung der lipat. Tribtl- ■ 
_ tyrinhydrolyse 1241. 

• — , V. Abh,, Enterokinase und' 
tryptische Wirkung der Pan- 
kreasdrüse 1258. 

— , VI.’ Abh., Wirkung der Pan- 
kreaslipase auf verschiedene 
^Substrate 1296. • 

— , VII. Abh., Vergleich von 
MagenlipjLse mit Pankreas - 
lipase, 1 309. 

VIII. Abh., Vergleich von 
Leberesterase mit Pankreas- 
lipase; stereocheni. Spezifi- 
tät der Lipasen 1319. 

IX. Abh., Spezifität der Li- 
p?isen aus verschiedenen Or- 
ganen 1344. 

— , X, Abh-, Adsorptionsver- ; 
halten der Pankreasamylase l 

135 «- . I 

— , XI. Abh., Enterokinase 
1372. 

— , XII. Abh., Trjgpsinbestim- 
mung 1390. 

- , XIII. Abh,, ^H-Optimumd. 
Magenlipase verschiedener 
Tiere 1398. 

— , XIV. Abh., Takae.sterase, 
Vergleich mit Pankreaslipase 
imd Leberesterase 1404. 

— , XV. Abh., Trypsin 1409. 

— , XVI. Abh., Magenlipase, 
Vergleich in verschiedenen 
Reinheitsgraden mit Pan- 
kreaslipase 1422. 

— . XVII. Abh., Konfigurations- 
spezifität der Esterasen in 
verschiedenen Reinheits- 
graden 1432. 


Paiikreas-amyla.se 1197, 1224. i 
1358. ■ I 

— , Adsorptionsverhalteii 1238 , 1 
1358. ^ I 

— , Bestimmung 1232. | 

— , Trennung von anderen Pan - 1 
kreasetizymen 1198, 1235. | 
Pankreas -erep.s in 1 460, 1475, 

1523; 

— , spezifische Wirkung 1475, 
1529. 

— , Vergleich mit Danncrepsin 


1473 - \ 53 i- 

Pankreas -lipase 1153, 1 179, 
T241, 1396, 1309, 1319. 1344, 
1422, 1432. 

— , Bestimmung mit Butter- 
säuremethylester 1301, 

— , Bestimmung mit Olivenöl 
1153 ; 

- — . Bestimmung jnit Triacetin 

1303- 

— , Bestimmung mit Tribut3T:in 
1241. 

— , Ko^igurationsspezifität 

1319- 1432- 

— , Lö.sungen 1189. 

* — , stalagiiiometrisclie Bestim- 
mung 1241. 

— , Trennung von Amylase und 
Trypsin 1186, 1198. 

, Vergleich mit Leberesterase 


1319- 

— , Vergleich mit Magenlipase 
1309, 1422. 

— , Vergleich mit Takaesterase 
1404. 

— , Wirkung auf verschiedene 
Substrate 1396. 

[ Pankreassekret, enzymatische i 
" Wirkungen 1523. | 

Pankreas-trypsin siehe Trypsin. | 
Papain 1547, 1629, 1698. ; 

— , Adsorptions verhalten 1564, j 

1635- I 

— . Aktivierung durch Phyto- j 
kinase 1698, 1705. | 

— , Aktivierung durch SchVefel - 1 


Wasserstoff 1577- 
Bestimmung mit Fibrin 
1588, 1598. 

Bestimmung mit Gelatine 
1558, 1632. 

■R^rnfinimunff mit Pepton 


1601. 

Blausäureaktivierung i547. 


1699. 

— , Reinigung 1565, 1Ö38. 
— . Spezifität 1560, i 577 - 


Papain, Wirkung auf genuines 
Eieralbmniti 1578. 

Pepsin, käufliches, pH-Abhän- 
gigkeit 1760. 

— , käufliches, Vnciiüieitlich- 
keit 1760. 

— , frisch dargestelltes, /?h- A b- 
hängigkeit 1762. 

Peptidaseii der liefe 1607, 1656, 
1669, 1683. 

Peptide, alkaliinetrische Be- 
stimmung 103, 108. 

Peroxydase, I. Abh. 400. 

— , TI. Abh. 427. 

- , III. Abh. 444. 

— , IV. Abh. (Über die peroxy- 
dat. Wirkung der Oxyhämo- 
globine) 475. 

— . V. Abh. (Xur quantitativen 
Bestimmung) 489, 

, VI. Abh. (Hemmung durch 
Hydroperoxyd) 503. 

— , VII. Abh. (bösliche und uii- 
läsliche Peroxydase) 512. 

— . VIIT. Abh. (Beobachtungen 
überPeroxydasebildung)5 16. 

- , IX. Abh. (Peroxydase aus 

Getreidekeimen) 521. 

— , Bestimmung 41 1, 446, 489. 

— , — in Pflanzenteilen 4 1 6, 430, 

513- 

— . Eisengehalt 424, 470, 529. 

— . Farbe 467. [454, 503. 

, Heiunumgser.scheinungen 

— .Tanninfällung 452. 

— , Vermehrung in der I^flanze 
427, 516. 

— , Zunahme der Wirkung in 
Lösungen 419, 455, 500. 

Pflanzliche Proteasen; 1 . Abh., 
Aktivierung des Papains 
durch Blausäure 1547- 

— , II. Abh., Blausäureaktivie- 
rung und Hemmung 1568. 

— , III. Abh., Sukstrat und Ak- 
tiv itätsoptimuni bei proteo- 
lytischen Reaktionen 1583. 

— , 1 V. Abh., Ereptische Kom- 
ponente einiger Pflanzen- 
proteaseii 1592. 

— , V.Abh., Einheitlichkeit eini- 
ger Pflanzenproteasen 1595. 

— , VL Abh., Proteasen der 
Hefe 1607. 

— , VII. Abh., Zur Keimtnis des 
Papains 1629. 

- , Vni. Abh., Adsorptionsver- 

halten und Trennung der 
Hefeproteasen 1647. 
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Pflanzliche Proteasen, IX. Abh. , 
Dipeptidase und Polypepti- 
dase der Hefe 1656. 

— , X. Ahh., Wirkungsweise der 
Hefepolypeptidase 1669. 

— , XI. Abh., Spezifität der 
Hefepeptidasen 1683. 

— , XII. Abh., Wirkungen von 1 
Proteasen pflanzlicher Milch - 1 
safte 1698. 

— , XIII. Abh., Über die Pro- 
teinase und die Ptjlypepti- 
dase der Hefe 1708. 
Phosphorsäure, Mikrobestim> i 
mung 117. j 

— , Mikrotrennung von Arsen- ! 

säure 123. j 

Phytokinase (des Papains) 1705. [ 
PhytoUpase = Ricinuslipasc, i 
Spermatolipase. ( 

Polypeptidase der Hefe 1656, 1 
1669, 1708. j 

Probleme und Methoden der | 
Enzyniforschung 3, 56. i 
Prokinase 14.88. j 

Proteasen der Milz 1533. | 

— , Zur Spezifität tierischer Pro- 
teasen, siehe Spezifität. 
Proteinasen 1708. 

— , siehe auch Hefeproteinase. 
Proteinchemie, strukturelle Fra- 
gen 54, 88. 1597, 

Proteine, Adsorptionsanalyse 
der P. 243. 

Purpur ogalliu, Darstellung 133. 
— , Konstitution 127. 
Purpurogallinzahl 415, 445, 
Pyrogallol, Oxydationsverlauf 
127. 

Raffinase'und Saccharose, spezi- 
fische Natur 983, 1033. 
Raffihase- und Saccharase Wir- 
kung des Invertins 1053, 
Revertosebildung 974. 
Ricinuvslipase 338, it88. 

— , Besthnmungsniethode 348. 
— , Reinigung 350. 

— , Vergleich mit Elastolipase 
374 * 

— , Verhalten bei der Kciinimg 
366. 

— , Verhalten gegen Pepsin 368. 
Rohrzuckergärung durch inver- 
tinännste Hefen 827. 

Saccharase, I. Abh. zur Kennt- 
nis des Invertins 535. 

— , II. Abh. z. Kenntnis des In- 
vertins 606. i 


Saccharase, III. Abh. z. Kennt- 
nis des Invertins 636. 

— , IV. Abh. z. Kemitnis des In- 
vertins 687. 

— , V. Abh. z. Kenntnis des In- 
vertins 698. 

VIII. Abh. z. Kenntnis d. 
Invertins 752. 

— , IX. Abh. z. Kenntnis d. In- 
vertins (Aiureicherung in der 
Hefe) 784. 

— , X. Abh. z. Kenntnis des In- 
vertins 799. 

— , XI. Abh. z. Kenntnis d. In- 
vertins (Verminderung in 
der Hefe) 817. 

— , XII. Abh. z. Kennttiis des 
Invertins 831. 

— , Affinität zur Raffinose 1075. 

— , Affinität zur Saccharose 
1056, 1058. 

— , Bestimmung 338. 

— , Bestimmung in Adsorbaten 
575, 629. 

— , Bestiniinung in der Hefe 
540, 82T, 919. 

— , Bildung in der Hefe 784, 788. 

— , Bleifällung 639. 

— , Bleiphosphatadsorption 840. 

— , Einfluß stereoisomerer Zuk- 
ker sowie nicht spaltbarer 
Kohlehydrate und Glucoside 
auf ihre Wirksamkeit 1119. 

— , Eiweißreaktionen (Milion- 
probe) 719, 833. 

— , Elution von S. und Malta.se 
aus iliren Adsorbaten 626. 

— , Frage der proteinartigen Na- 
tur 698, 732, 834, 853. 

— , Fraktionierte Freilegung aus 
der liefe 835. 

— , Freilegung aus der Hefe 556, 
810, 83s, 850. 

— , Hefegumraigehalt 595, 801. 

— , Kaolinadsorption 585, 691, 
705, 765. 

— . Kinetik der Wirkung 677, 
1084. 

— , Maße 539, 650, 720. 

— , Optimales pn 675, 

— , Phosphorgehalt 638, 660, 

809. 

— , Präparate 595, 623, 652, 
713, 771, 781, 816, 847. 

— , Tanninfällung 838. 

— , Tonerdeadsorption 204, 208, 
512, 690, 767. 

— , Trennung von inaktiviertem 
Enzym 840. 


Saccharase, Trennung von Mal- 
tase 929. 

— , Tryptophangehalt 753, 781, 
806, 853. 

— - und Raffinasewirkung des 
Invertins 1053. 

— , Vergleich mit Taka-saccha- 
rase 1114. 

— , Vergleichszeitwert 650, 881. 

— , Verminderung in der Hefe 
817. 

— , Wirkung in stärker saurem 
Mediiun 825. 

Saccharasewerte, günstigste, 
von Präparaten 847. 

— , günstigste, von Autolysaten 
831. 

SamenÜpase 338. 366. 

Sauerstoffübertraguiig in der 
lebenden Zelle 526. 

Schwefelwasserstoff als Akti- 
vator von Pflanzenprote- 
asen 1573, 1577. . 

Scopolamin, Hydrolyse 1451- 

Spermatolipase — Samenlipase, 
siehe Ricinuslipase. 

Spezifische Natur und Wirkungs- 
mechanisinus kohlehydrat- 
und glykosidspaltender En- 
zyme 71. 

Spezifische Natur von Saccha- 
rase und Raffinase 983. 

Spezifität der Enzyme, I. Abh., 
Zur Theorie der Zeitwert- 
quotieiiten 1034. 

, II. Abh-, Saccliarase- 

und Raffinasewirkung des 
Invertins 1055. 

, III. Abh., Affinität V. 

Enzymen zu stereoisomeren 
Zuckern 1092. 

, IV. Ahh., Einheitliche 

Natur der /^-Glucoside des 
Emulsins 1098. 
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n 14- 

, VI. Abh-, Einfluß ste- 
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• kreas- und Darmsekret i S 2 j . 
^ , X, Mitt,,- Proteoly- 
tische EnzjTue der Milz 1 5 3 3 . 
Stalaghiometrlsche Bestimmung 
der Tributyrinhydrolyse 
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und Hydrogele 206. 

Tonerde-gel von der Fonnel 
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1490. 
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1 171, 1213. 
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1.460, 1475, 1487, 1510, 1519. 
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Tonerde 1415, 1471. 1512. 
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1419. 
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1265, 1390, 1409, 1463. 
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— .spezifische Wirkung 1475. 
1485. 

— ..spontane Aktivierung 1487. 

— , vStörungen der Reaktion mit 
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- , Trennung von Erepsin 1469, 
1483. 

— .Vergleich mit Papaiii 1481, 
1548. 
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zymlüsungen 654. ^ 
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Saccharase) 650, 877, 915. 
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ten und Hydrogelen 145, 
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kern und Glucosiden 1141. 
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Z. 1034. 

Zhinsäuren 163, 184. 

Zuckcrgemlsche, auswählende 
Gärung 950. 

Zusammenfassendes 3, 25, 43, 
56, 71, 88. 

Zymase 530, 961. 
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